Rôle des adipokines dans la régulation de l’activation des macrophages pulmonaires humains by Salvator, Helene
HAL Id: tel-02394767
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-02394767
Submitted on 5 Dec 2019
HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.
L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.
Rôle des adipokines dans la régulation de l’activation
des macrophages pulmonaires humains
Helene Salvator
To cite this version:
Helene Salvator. Rôle des adipokines dans la régulation de l’activation des macrophages pulmonaires
humains. Immunologie. Université Paris-Saclay, 2018. Français. ￿NNT : 2018SACLV082￿. ￿tel-
02394767￿
  
 Rôle des adipokines dans 
l’activation des macrophages 
pulmonaires humains 
 
 
 
Thèse de doctorat de l'Université Paris-Saclay 
préparée à l’Université Versailles Saint Quentin en Yvelines 
 
 
École doctorale n°577 Structure et Dynamique des Systèmes Vivants 
Spécialité de doctorat: Sciences de la Vie et de la santé 
 
 
 
 
Thèse présentée et soutenue à Suresnes, le 18 décembre 2018  
 
 Hélène SALVATOR  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Composition du Jury : 
 
Louis-Jean COUDERC                                                                 Président 
PU-PH, Pneumologie Hôpital FOCH   
Suresnes                                       
  
Nelly FROSSARD                                                                                       Rapporteur 
Directeur de recherche INSERM 
Laboratoire d’Innovation thérapeutique UMR 7200 
Université de Strasbourg                     
 
Francoise STANKE-LABESQUE                                                      Rapporteur 
Pu-PH, Laboratoire HP2- INSERM U1042 
Pharmaco-toxicologie 
CHU de Grenoble 
 
Vincent LAGENTE                                                                             Examinateur 
Professeur, Institut NUMECAN - Inserm U1241 - Inra U1341 
Faculté des sciences pharmaceutiques et Biologiques            
Université Rennes 1                                                                                                    
 
Philippe DEVILLIER                                                                          Directeur de thèse  
PU-PH, UPRES EA 220 
Suresnes               
NNT : 
2018SACLV
082 
  
  
 
 
 
 
 
Remerciements 
 
Je tiens à adresser mes sincères remerciements aux membres du jury  
 
Au Docteur Nelly Frossard et au Professeur Françoise Stanke-Labesque  
Vous me faites l’honneur de juger mon travail en tant que rapporteur de ma thèse. Soyez 
assurées de ma profonde reconnaissance. 
 
Au Docteur Vincent Lagente 
Vous avez accepté d’être examinateur de ma thèse. Recevez mes sincères remerciements. 
 
A M. Le Professeur Philippe Devillier 
Vous m’avez ouvert les portes de la recherche et de votre laboratoire. Vous avez dirigé mon 
master et ma thèse, vous m’avez encadrée, orientée, conseillée tout au long de ces 
(nombreuses) années. Je tenais à vous faire part de mon admiration et vous adresser mes 
remerciements les plus sincères. Vos conseils ont toujours été importants pour mes choix de 
carrière, votre soutien essentiel. C’est avec beaucoup d’émotion que je clos cette étape mais je 
suis très heureuse de pouvoir continuer à travailler avec vous, au laboratoire et sur notre projet 
de recherche clinique. Merci pour tout ! 
 
A M. le Professeur Louis-Jean Couderc 
Je vous serai toujours reconnaissante de m’avoir accueillie au sein de votre service, de me 
permettre d’exercer mon métier dans de si bonnes conditions et de le rendre passionnant au 
quotidien. Votre sens clinique, votre enthousiasme, votre empathie sont des moteurs pour mon 
exercice professionnel. Je suis fière d’avoir été votre élève, de travailler à vos côtés et de 
continuer l’aventure au-delà de l’Atlantique. Un immense merci pour votre indéfectible 
soutien. 
 
Je remercie l’ensemble de l’équipe de recherche du laboratoire UPRES EA220 
  
 
 
 
 
 
Marion Brollo. La réussite de ce travail te doit tant ! J’ai découvert la biologie grâce à toi. Tu 
m’as permis d’acquérir des compétences essentielles et offert une amitié qui m’est chère. Je te 
souhaite tout le bonheur du monde et espère continuer de voir grandir Victor. 
 
Le docteur Emmanuel Naline. C’est peu dire que tu es la pierre angulaire de ce laboratoire. 
Un immense merci pour ton aide, tes conseils, ta bonne humeur et les collations impromptues 
qui remontent le moral. 
 
Le Docteur Stanislas Grassin-Delyle. Je te remercie pour tes conseils. J’ai beaucoup 
d’admiration pour ton travail et suis très heureuse de continuer à collaborer avec toi sur 
d’autres projets. 
 
Charlotte Abrial : ton travail et ton sérieux m’avaient impressionnée ; je n’en mesurais pas 
encore pleinement l’ampleur avant de terminer cette thèse. Merci pour ce que tu m’as appris 
et tous mes vœux de bonheur. 
 
Tatiana Victoni : ton sourire m’a réchauffée. Qu’il continue de briller à Rennes ou à Rio. 
Tous mes vœux de réussite pour la suite ! 
 
Amparo, Sonia, Charles, Nikola, Caroline, Cécile, Julie, Camille : merci pour ces moments 
partagés. 
Manon : merci pour le support graphique 
 
J’ai une pensée pour tous mes collègues et amis du service de pneumologie de l’hôpital 
Foch. La vie serait moins belle sans vous :  
Emilie Catherinot, Elisabeth Rivaud, Colas Tcherakian, Alexandre Chabrol, Antoine Roux, 
Clément Picard, Anne-Cécile Métivier, Sylvie Friard, Hélène Doubre, Hélène Neveu, 
Dominique Grenet, Sandra De Miranda, Abdul Hamid, Nicolas Carlier, Benoit Douvry, 
Laurence Beaumont, Severine Fraboulet, Geneviève, Matthieu Glorion 
 
  
 
 
 
 
 
Aux médecins que j’ai admirés et qui ont influencé mes choix : le Dr Marc Stern, le Pr 
Dominique Valeyre, le Dr Benjamin Terrier. 
A toutes les personnes qui m’aident au quotidien dans mon exercice professionnel : l’équipe 
infirmière, aide-soignante et les secrétaires de choc. 
 
Un pensée toute particulière pour Mme Françoise Lambinet : aide-soignante, technicienne, 
collègue et désormais amie. Merci pour les recharges sucrées.  
Je remercie mes amis qui ont fait un bout de chemin avec moi, les proches et ceux que je 
voudrais voir plus souvent : Mario et Lola, Doup, Leila, Deniz et Hélène, Margot et Vincent, 
Florence et Nicolas, Parain Willy et Anahita, Schmul et Djali, Marie-Alice et ses loulous, 
Gaelle et Jerome, Bedi et Max, Maxime, Flora, Olivier…. 
 
Enfin, mes remerciements les plus sincères et tout mon amour à ma famille 
Mes parents : notre attachement ne peut se décrire. Merci pour votre aide et votre amour. 
Laurence : tu es un repère. Je sais que je pourrai toujours compter sur toi ; sois assurée de la 
réciproque. 
A Nicolas, Gabrielle, Ariane, Denise et Claude : toute mon affection 
Jean : tout au long du chemin, tu es là. Le bâtiment que nous construisons est le plus précieux. 
Je t’aime. 
Lucie et Marc : vous avez égayé mes jours et blanchi mes nuits. Petites boules d’adipokines, 
concentré de bonheur, je vous aime. 
Catherine, mamicha : merci pour votre aide. Cette thèse clôture une année si riche en 
émotions.  
 
 
A Jacques. Tu n’as pas eu le temps d’écrire ta thèse, je te dédie la mienne. 
 
  
 
 
 
 
 
Table des matières 
 
AVANT-PROPOS ............................................................................................... 1	
VALORISATION DES TRAVAUX DE RECHERCHE ................................ 3 
LISTE DES FIGURES ET TABLEAUX .......................................................... 5	
LISTE DES ABREVIATIONS .......................................................................... 7	
INTRODUCTION .............................................................................................. 9	
I.	 OBESITE : DEFINITION, EPIDEMIOLOGIE ET IMPACT SOCIO-ECONOMIQUE ............... 10	
A.	 Définition .................................................................................................................. 10	
B.	 Epidémiologie de l’obésité dans le monde et en France ........................................... 11	
C.	 L’obésité : un enjeu de santé publique ...................................................................... 12	
II.	 PATHOLOGIES ASSOCIEES A L’OBESITE ....................................................................... 13 
       A. Maladies métaboliques………………………………………………………………..13 
1. Diabète de type 2…………………………………………………………………..13 
            2. Dyslipidémies……………………………………………………………………...14 
            3. Syndrome métabolique…………………………………………………………….14          
            4. Steatohépatite métabolique………………………………………………………...14 
B.. 	 Maladies cardiovasculaires………………………………………………………...15 
            1. Hypertension artérielle……………………………………………………………..15 
            2. Maladie coronaire………………………………………………………………….15 
            3. Insuffisance cardiaque chronique…………………………………………………..15 
C.	 Maladies respiratoires chroniques ............................................................................. 16 
           1. Asthme……………………………………………………………………………...16 
           2. Broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO)……………………………17 
           3. Syndrome d'apnée-hypopnée obstructive du sommeil……………………………..17 
           4. Syndrome obésité-hypoventilation…………………………………………………18 
D.	 Infections respiratoires .............................................................................................. 18	
E.	 Autres pathologies .................................................................................................... 19 
           1. Cancers……………………………………………………………………………...19 
           2. Complications ostéo-articulaires……………………………………………………19 
           3. Complications dermatologiques…………………………………………………….20 
  
 
 
 
 
 
III.	 LE TISSU ADIPEUX ..................................................................................................... 20	
A.	 Localisation ............................................................................................................... 20	
B.	 Structure .................................................................................................................... 21	
C.	 Fonction des adipocytes ............................................................................................ 22 
           1. Synthèse des lipides: lipogenèse……………………………………………………22 
           2. Stockage des lipides………………………………………………………………...22 
           3. Libération des lipides……………………………………………………………….22 
           4. Sécrétion de médiateurs…………………………………………………………….23 
D.	 Adipogénèse .............................................................................................................. 23	
E.	 Les macrophages dans le tissu adipeux .................................................................... 26	
IV.	 LES ADIPOKINES ....................................................................................................... 28 
        A. Leptine ……………………………………………………………………………….30 
           1. Gène et structure……………………………………………………………………30 
           2. Récepteurs…………………………………………………………………………..30 
           3. Voies de signalisation………………………………………………………………31 
           4. Effets biologiques…………………………………………………………………..33   
B.	 Adiponectine ............................................................................................................. 36 
           1. Gène et structure……………………………………………………………………36 
           2. Sécrétion et régulation……………………………………………………………...36 
           3. Récepteurs et voies de signalisation………………………………………………..38 
           4. Effets biologiques…………………………………………………………………..40 
           5. AdipoRon…………………………………………………………………………...41 
C.	 Autres adipokines ...................................................................................................... 42 
           1. Visfatine…………………………………………………………………………….42 
           2. Chémérine…………………………………………………………………………..44 
        D. Adipokines et poumon ………………………………………………………………45 
           1. Leptine et poumon………………………………………………………………….45 
           2. Adiponectine et poumon……………………………………………………………46 
V.                 MACROPHAGES ET POLARISATION……………………………………………….47 
          A.    Définition et origine………………………………………………………………..47 
B.	 Fonctions des macrophages ...................................................................................... 49	
C.	 Les macrophages pulmonaires .................................................................................. 51 
           1. Origine……………………………………………………………………………...51 
           2. Fonction…………………………………………………………………………….53 
D.	 La polarisation des macrophages .............................................................................. 53 
  
 
 
 
 
 
           1. Concept de la polarisation…………………………………………………………..53 
           2. Agents inducteurs d’une polarisation M1/M2 des macrophages…………………...55 
           3. Marqueurs de polarisation M1/M2 des macrophages………………………………59 
        E.     Plasticité du macrophage…………………………………………………………..64 
        F.     Polarisation des macrophages et pathologie……………………………………….66 
           1. Polarisation des macrophages et infections………………………………………...66 
           2. Polarisation des macrophages et athérosclérose……………………………………67 
           3. Polarisation des macrophages et tumeurs…………………………………………..68 
VI.         MODULATION DE LA POLARISATION DES MACROPHAGES AU COURS DE L'OBESITE..69 
          A.      Tissu adipeux et polarisation des macrophages……………………………………69 
B.	 Adipokines et polarisation des macrophages ............................................................ 72 
           1. Leptine et polarisation des macrophages…………………………………………...72 
           2. Adiponectine et polarisation des macrophages……………………………………..73 
           3. Autres adipokines…………………………………………………………………...75 
OBJECTIFS DU TRAVAIL DE RECHERCHE ........................................... 76	
MATERIELS ET METHODES ...................................................................... 77	
I.           METHODES D’ISOLEMENT ET CULTURE DES EXPLANTS ET CELLULES PULMONAIRES 
HUMAINS ............................................................................................................................... 78 
        A.    Isolement et culture des explants de parenchyme pulmonaire humains…………...78 
B.	 Isolement et culture des macrophages pulmonaires humains ................................... 78 
           1. Isolement des macrophages………………………………………………………...78 
           2. Culture et traitement des macrophages……………………………………………..79 
           3. Transfection des macrophages par les siRNA……………………………………...79 
C.	 Isolement et culture des cellules épithéliales bronchiques humaines ....................... 80	
II.           DOSAGE IMMUNOLOGIQUE DES MEDIATEURS SECRETES ....................................... 81 
        A.     Dosage des cytokines ……………………………………………………………..81 
B.	 	Dosage des adipokines ............................................................................................. 81 
     III.        ANALYSE DES TRANSCRITS PAR POLYMERASE CHAIN REACTION ……………....82 
         A.    Extraction des ARN……………………………………………………………….82 
        B.      Vérification de la qualité des ARN……………………………………………....82 
  
 
 
 
 
 
        C.     Transcription inverse………………………………………………………………83 
        D.     Réaction en chaîne polymérase……………………………………………………83 
     IV.        WESTERN BLOT…………………………………………………………………....84 
      V.         EXPRESSION DES RESULTATS ET ANALYSES STATISTIQUES……………………....85 
 
RESULTATS ..................................................................................................... 87	
ARTICLE N°1 ................................................................................................... 87 
L’obésité, facteur de mauvais pronostic au cours de l’épidémie de Grippe A (H1N1) 2009 : 
rôle des adipokines dans la modulation des défenses respiratoires 
, 
 
Rev Pneumol Clin. 2011 Sep;67(4):244-9. doi: 10.1016 
ARTICLE N°2 ................................................................................................... 97 
Adiponectin inhibits the production of TNF-α, IL-6 and chemokines in human lung 
macrophages 
Soumis à Thorax, en cours de révision 
ARTICLE N°3 ................................................................................................. 145 
Dual effect of Adiponectin on human lung bronchial epithelial cells 
Prêt pour soumission 
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES ................................................ ……169	
ANNEXES ....................................................................................................... 174 
Brevet européen N° 17306792.7 déposé en Décembre 2017……………………………..173 
15-Lipoxygenases regulate the production of chemokines in human lung macrophages 
Br J Pharmacol. 2015 Sep;172(17):4319-30. doi: 10.1111/bph.13210…………………..174 
Human lung and monocyte-derived macrophages differ with regard to the effects of β2-
adrenoceptor agonists on cytokine release 
Respir Res. 2017 Jun 21;18(1) :126. Doi : 10.1186/s12931-017-0613-y…………………186 
  
 
 
 
 
 
The role of Toll-like receptors in the production of cytokines by human lung macrophages 
Accepté pour publication dans Journal of  Innate Immunity, Octobre 2018…………..196 
Bitter taste receptors (TAS2Rs) in human lung macrophages: receptor expression and 
inhibitory effects of TAS2R agonists 
Article soumis Pharmological Research.............................................................................208 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ..................................................... 243	
  
 1 
Avant-Propos  
 
Ce travail de recherche trouve son origine dans mon activité de médecin pneumologue. En 
2009, alors médecin en formation,  je constate les dégâts de l’épidémie de grippe A H1N1. La 
grippe saisonnière avait en effet été particulièrement virulente, responsable de 323 décès selon 
l’Institut de Veille Sanitaire. Mais, plus que par sa virulence, nous étions surtout surpris par 
les catégories de patients sévèrement touchés, plutôt inhabituelles pour ce type d’épidémie. 
Parmi celles-ci : les femmes enceintes et les sujets obèses. Pour la première fois, les sujets 
obèses apparaissaient comme particulièrement vulnérables face à l’infection grippale. Ceci 
persistait après abstraction de leurs comorbidités et suggérait donc une susceptibilité 
infectieuse respiratoire spécifique. Le lien entre obésité, mécanismes de régulation 
énergétique et immunité était déjà un sujet de recherche exploré depuis plusieurs années. 
Nous avons décidé de nous intéresser au retentissement de l’obésité sur l’immunité 
pulmonaire et plus particulièrement sur le fonctionnement des macrophages pulmonaires.   
Le terme de macrophage décrit littéralement une cellule de grande taille capable de 
« manger » des pathogènes et/ou débris cellulaires. Outre ces propriétés phagocytaires, le 
macrophage est une cellule clé de l’immunité innée, impliquée dans les mécanismes de 
réparation tissulaire, inflammation et orientation de l’immunité adaptative. Ce terme recoupe 
un ensemble de cellules éminemment hétérogènes.  En fonction de leur localisation dans le 
corps humain, les macrophages acquièrent certaines spécificités fonctionnelles. On distingue 
les monocytes circulants des macrophages tissulaires qui se décomposent eux-mêmes en sous-
populations en fonction de l’organe concerné : macrophages péritonéaux, macrophages 
pulmonaires, cellules de Kuppfer, microglie... Les macrophages pulmonaires sont les seuls 
qui sont constamment et de façon directe exposés aux composés exogènes externes 
(pathogènes, particules inorganiques, allergènes). Cette position leur confère un double rôle 
de protecteur contre les agressions extérieures et de garant de l’intégrité tissulaire pulmonaire.  
En fonction de leur environnement, les macrophages peuvent adapter leur fonctionnement ; 
on parle de polarisation. On distingue très schématiquement deux stades différents de 
polarisation : les macrophages M1 sont les effecteurs des propriétés microbicides et 
participent à la réponse inflammatoire initiale alors que les macrophages M2 sont plutôt 
impliqués dans les mécanismes de résolution de l’inflammation, de réparation tissulaire, et 
d’immunotolérance. La polarisation des macrophages représente en fait un spectre bien plus 
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large d’états d’activation, réversibles et finement régulés. Des variations du phénotype des 
macrophages ont été associées à diverses pathologies respiratoires, aigues ou chroniques 
(infections, asthme, BPCO…). 
Nous nous sommes intéressés aux modifications de la polarisation des macrophages 
pulmonaires en lien avec l’obésité. Au cours de l’obésité, le fonctionnement des adipocytes 
change et leur production de cytokines est altérée. Les adipokines sont des cytokines 
relarguées par le tissu adipeux. Avec la prise de poids, la concentration plasmatique de leptine 
s’élève et celle de l’adiponectine baisse. Nous avons étudié l’impact de ces adipokines sur la 
polarisation des macrophages.  
Il existe des divergences inter-espèces importantes et les techniques de culture des 
macrophages peuvent influer sur leur polarisation. Ceci limite la transposition des données 
issues des modèles murins ou à partir de macrophages dérivés de monocytes circulants 
différenciés in vitro. Nous nous sommes ainsi attachés à utiliser des macrophages 
pulmonaires humains isolés à partir d’explants de parenchymes de patients opérés.  
Dans un premier temps, nous avons étudié la production d’adipokines (leptine, adiponectine) 
par le parenchyme pulmonaire humain ; nous avons étudié la corrélation entre cette 
production et l’IMC des sujets et vérifié l’expression de leur récepteur sur les macrophages 
isolés. Dans un deuxième temps, nous avons étudié l’impact de concentrations variables 
d’adipokines (leptine, adiponectine, chémérine, visfatine) sur l’état de polarisation de ces 
macrophages, en se focalisant sur leur production de médiateurs de l’inflammation (cytokines, 
chimiokines). Dans une dernière partie, nous avons élargi à l’effet des adipokines sur d’autres 
cellules clé du système respiratoire : les cellules épithéliales bronchiques. Nous avons en effet 
étudié la production d’adipokines par des explants de bronche et l’effet de concentrations 
croissantes d’adipokines sur la production de cytokines-chimiokines par des cellules 
épithéliales bronchiques humaines.  
 
 
 
Ce travail a bénéficié d’un soutien financier de l’association Cardif-
Assistance et de la Fondation Franco-Américaine Maréchal FOCH 
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ARNm   ARN messager 
ATM   adipose tissu macrophages 
BEGM  bronchial epithelial growth medium 
BPCO  broncho-penumopathie chronique obstructive 
BMI                    body mass index 
BSA  albumine de sérum bovin 
CCR  CC chemokine receptor 
CFU-GM coloning forming unit of granulocyte and macrophage cells 
CFU-ML  coloning forming unit of myeloid and lymphoid cells 
CMKLR1 chemokin like receptor 1 
COX  cyclooxygenase 
CSF   colony-stimulating factor 
CysLT   cystéinyl leucotriène 
DMSO   diméthylsulfoxyde 
ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay  
EPA   acide eicosapentaénoïque  
ERK  extra cellular-signal regulated kinase 
FATP  fatty acid transportor 
G3P  glycéraldehyde 3 phosphate 
GAPDH  glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 
GLUT4  transporteur de glucose 4 
GM-CSF granulocyte macrophage colony stimulating factor 
GPR1 G protein-coupled receptor 1 
HTA  hypertension artérielle 
IFN   interféron 
Ig  mmunoglobuline 
IL  interleukine 
ILCs  innate lymphoids cells ILCs 
IMC indice de masse corporelle 
IRF  interferon regulator factor 
IRS  insulin receptor substrate 
Jak   janus-kinase 
JNK  cJun N-terminal kinase 
LBA  lavages broncho-alvéoalaires 
LDL   low density lipoprotein 
LOX   lipoxygénase 
LPS   lipopolysaccharide 
MAP kinase mitogen activated protein kinase 
MARCO  macrophage receptor with collagenous structure 
M-CSF   macrophage colony stimulating factor 
MDM  macrophages dérivés de monocytes 
MRC1  mannose receptor (3) 1 
MyD88   myeloid differenciation primary response gene 88 
NAD   nicotinamide dinucleotide 
NADPH nicotinamide adénine di-nucléotide phosphate 
NAMPT nicotinamide phosphoribosyltransférase 
NF-κB   nuclear factor κB 
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NLR  NOD (nucleotide-binding oligomerization domain)-like receptors 
NO  monoxyde d’azote 
OMS  organisation mondiale pour la santé 
OR  odds ratio 
P38 MAPK p38 mitogen-activated protein kinase 
PAMP   pathogen associated molecular pattern 
PCR   polymerase Chain Reaction 
PGES  prostaglandin E synthase 
PI3K  phosphoinositide 3 kinase 
PKC  protéine kinase C 
PLA2  phospholipase A2 
PLC  phopholipase C 
PPAR   peroxisome proliferator activated receptor 
PRR   pathogen recognition receptor 
PTP1B  protein tyrosine phosphatase 1B 
ROS  reactive oxygen species 
RPMI   roswell park memorial institute 
RT-qPCR  reverse transcriptase-quantitative polymerase chain reaction 
SAHOS  syndrome d’apnée hypopnée obstructive du sommeil 
SAT  subcutaneous adipose tissue 
S.E.M  standard error of mean 
siRNA  silencer acide ribonucleotide 
SDRA  syndrome de détresse respiratoire aigue 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis 
SOCS   supressor of cytokine signaling  
STAT   signal transducer and activator of transcription  
SVF  sérum de veau fœtal 
TAM   tumour associated macrophages 
TG  triglycérides 
TGF-β  transforming growth factor-β 
TGM2   transglutaminase-2 
TLR  receptor toll-like 
TNF-α   tumor necrosis factor-α 
TRIF   TIR-domain containing adapter-inducing Interferon 
VAT  visceral adipose tissue 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
VIH   virus de l'immunodéficience humaine 
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I. Obésité : définition, épidémiologie et impact socio-économique 
	
A. Définition  
L’obésité se caractérise par une augmentation plus ou moins homogène de la masse adipeuse. 
Elle est classiquement définie par un Index de Masse Corporelle (IMC) ou BMI (Body Mass 
Index) supérieur à 30 kg/m2. Cet indice, qui rapporte le poids au carré de la taille, a été 
inventé en 1832 par le statisticien Lambert Quételet pour décrire au mieux « l’homme 
moyen » mais son utilisation a surtout été généralisée à partir du début du XXe siècle par les 
compagnies d’assurance pour stratifier le risque de leurs assurés en fonction du poids. L’IMC 
est encore utilisé comme un standard, reconnu en 1997 par l’OMS (Organisation Mondiale 
pour la Santé), pour décrire l’état nutritionnel d’un individu (Figure 1). 
 
 
IMC (kg/m2) 
 
Interprétation 
 
< 16.5 
 
Dénutrition 
 
Entre 16.5 et 18.5 
 
Maigreur 
 
Entre 18.5 et 25 
 
Corpulence normale 
 
Entre 25 et 30 
 
Surpoids 
 
Entre 30 et 40 
 
Obésité 
 
> 40 
 
Obésité morbide 
 
Figure 1. Interprétation de l’Indice de Masse Corporelle selon la définition de l’OMS 
 
C’est un outil d’analyse simple, reproductible, principal marqueur de l’obésité dans les 
publications internationales. Cependant, cet indice est très imparfait car il ne peut pas 
s’appliquer aux enfants, ne prend pas en compte la masse musculaire et ne permet pas de 
décrire le type de répartition des graisses. On distingue en effet deux principaux types 
d’obésité : gynoïde versus androïde, selon la localisation préférentielle du gras (dans le tissu 
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sous cutané des cuisses et des membres dans le premier cas ou dans le secteur intra abdominal 
dans le deuxième). Le rapport tour de taille / tour de hanche est utile pour décrire cette 
répartition, étant particulièrement élevé dans le cas de l’obésité androïde. Ceci n’est pas 
qu’une simple description esthétique mais prend son importance en pathologie puisque 
l’obésité androïde est associée à un dépôt de tissu adipeux en péri-viscéral, corrélé de façon 
plus forte au risque cardiovasculaire.  
	
B. Epidémiologie de l’obésité dans le monde et en France 
L’obésité est considérée actuellement comme une réelle pandémie. Sa prévalence n’a cessé de 
croître dans le monde au cours des cinquante dernières années pour atteindre des chiffres 
vertigineux. Selon les estimations de l’OMS en 2016, 13% de la population mondiale (650 
millions) était obèse et 39% (1.9 milliard) en surpoids (1). Une analyse globale et 
systématique des données épidémiologiques mondiales faisait état en 2014 de 37% d’hommes 
adultes et 38% de femmes présentant un IMC > 25 kg/m2 (2). Et en 2016, on comptait 671 
millions d’adultes et 124 millions d’enfants de plus de quatre ans obèses et près de 1.3 
billions d’adultes et 213 millions d’enfants en surpoids (3). La répartition de l’obésité est 
bien-sûr très inégale en fonction des pays, surtout fréquente dans les pays développés et 
particulièrement aux Etats-Unis où l’obésité concerne maintenant 17% des enfants et 35% des 
adultes (3) (4) (Figure 2). 
	
	
 
Figure 2. Prévalence de l’obésité dans le monde en fonction du sexe.  
Cartes extraites de NCD Risk Factor Collaboration, Lancet 2017  
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En France, selon le rapport Obepi-Roche 2012 portant sur plus de 25000 sujets, 32,3% des 
adultes sont en surpoids et 15% présentent une obésité (5). L’obésité est plus fréquente chez 
les femmes (15,7% des femmes versus 14,3% des hommes) et chez les personnes de plus de 
55 ans. Sa prévalence est également plus importante dans les catégories socioprofessionnelles 
défavorisées. Depuis 1997, la prévalence de l’obésité n’a cessé d’augmenter : augmentation 
de  3,6 kg en moyenne soit un poids moyen de 72,5 kg et augmentation de 5,3 cm de tour de 
taille soit un tour de taille moyen de 90,5 cm (5). 
 
C. L’obésité : un enjeu de santé publique 
On remarque toutefois que l’augmentation de la prévalence de l’obésité a ralenti ces dernières 
années (2). L’augmentation relative du nombre de personnes obèses en France comme dans 
l’ensemble des pays développés a significativement diminué: en France, une augmentation de 
3,4% entre 2009 et 2012 contre une augmentation de 10,7% entre 2006 et 2009 et une 
augmentation de 18,8% entre 1997 et 2000 (5). Cette inflexion est probablement à mettre au 
crédit des récentes politiques de santé publiques volontaristes visant à réduire le surpoids et 
l’obésité dans plusieurs pays développés. En effet, les dirigeants politiques et les commissions 
internationales semblent avoir pris la mesure de cette épidémie et de ses conséquences sur la 
santé des individus. L’OMS a adopté en 2004 une Stratégie Mondiale pour l’alimentation, 
l’exercice physique et la santé, qui tient une place importante dans le Plan  d’action Mondiale 
pour la lutte contre les maladies non Transmissibles 2013-2020 (6). Aux Etats-Unis, la lutte 
contre l’obésité a été particulièrement médiatisée par la « first lady» Michelle Obama qui a 
initié le programme « Let’s Move » en 2010, favorisant une alimentation saine et l’exercice 
physique auprès des jeunes américains. Enfin, en France le Plan National Obésité 2010-2013 
a cherché à intensifier les actions de préventions, coordonner le dépistage et la prise en charge 
médicale ainsi que favoriser la recherche sur le surpoids et ses conséquences (7). 
Si les diverses institutions gouvernementales se mobilisent, c’est que l’obésité et le surpoids 
représentent un véritable fléau sanitaire et un poids croissant dans les dépenses de santé.  
Aux États-Unis, les CDC (Centers for disease control and prevention) ont évalué les dépenses 
de soins de santé liées à l’obésité à 75 milliards de dollars, au début des années 2000. L’OMS 
estimait, en 2006, que, dans la région européenne, l’obésité et la surcharge pondérale chez les 
adultes représentaient jusqu’à 6 % des dépenses de santé. En France, selon une étude publiée 
dans La Presse médicale en 2007, les coûts médicaux liés à l’obésité sont estimés entre 2,1 et 
6,2 milliards d'euros, soit entre 1,5 et 4,6 % de la dépense courante de santé en 2002 (8). Si 
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l’on rapporte ce calcul aux chiffres de prévalence actuels, on se rapproche plutôt d’un coût 
médical de l’obésité de près de 7% des dépenses de santé en France. 
L’impact socio-économique lié à l’obésité et ses complications est considérable et pourrait 
même à terme menacer notre système de protection sociale. Ces considérations ont largement 
incité les gouvernements successifs à missionner des rapports d’étude (9), mettre en place des 
campagnes d’information et des plans d’action (10) et même à légiférer sur la prévention de 
l’obésité et l’amélioration de la prise en charge des patients en surpoids (11).  
 
 
II. Pathologies associées à l’obésité 
 
L’accumulation de tissu gras se fait de façon plus ou moins homogène et retentit sur tous 
les systèmes et organes. Outre le souci esthétique, l’obésité entraîne diverses maladies 
chroniques, responsables d’une morbidité spécifique et d’un surcroît de mortalité.  
Il est établi que l’obésité réduit, en moyenne, l’espérance de vie de dix années. Selon l’OMS, 
plus de 2,8 millions de personnes meurent chaque année dans le monde des conséquences de 
l’obésité et du surpoids (1). En Europe, on estime que près d’un million de décès par an sont 
imputables à l’obésité et que 40 % des pertes d’années de vie en bonne santé sont directement 
liées à des déterminants nutritionnels.  
Le surpoids est considéré actuellement par l’OMS comme l’un des principaux facteurs de 
risque de maladies non transmissibles, à l’origine de maladies métaboliques, pathologies 
cardiovasculaires, maladies respiratoires chroniques. Il expose les sujets au risque infectieux 
et favorise même la croissance de certaines tumeurs.  
 
A.  Maladies métaboliques 
1. Diabète de type 2 
L’épidémiologie de l’obésité et celle du diabète de type 2 sont étroitement liées, l’incidence 
de ces deux pathologies étant parallèlement croissante au cours des dernières décennies. La 
prise de poids excessive est un facteur de risque de développer un diabète ; les sujets 
diabétiques sont majoritairement en surpoids ou obèses (12) (13) . En France, en 2012, 16% 
des sujets obèses présentaient un diabète nécessitant traitement, ce qui est 7 fois plus élevé 
que chez des sujets de poids normal et parmi une cohorte de sujets diabétiques, près de la 
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moitié (43%) étaient obèses (5). Le phénomène qui sous-tend cette relation est 
l’insulinoresistance. Les difficultés de stockage des triglycérides dans le tissu adipeux dues à 
une mauvaise répartition des graisses (principalement en péri-viscéral dans le compartiment 
intra-abdominal) vont entrainer une augmentation des acides gras circulants et des médiateurs 
de l’inflammation. Ceux-ci vont perturber les voies de signalisation de l’insuline. Le glucose 
n’est plus capté par les cellules (foie, muscle) et on constate une hyperglycémie chronique. En 
réponse, les cellules ß des ilots de langherans pancréatiques vont augmenter leur production 
d’insuline mais cette hyperproduction entraînera progressivement un dysfonctionnement 
cellulaire et une fibrose du tissu pancréatique. 
2. Dyslipidémie  
Le tissu adipeux, hypertrophié en cas d’obésité, présente des difficultés pour stocker les 
lipides ingérés. Il en résulte des anomalies quantitatives et qualitatives des lipides circulants : 
hypertriglycéréridémie, hypoHDL-cholestérolémie. L’insulinorésistance augmente également 
par elle-même la libération dans la circulation d’acides gras. Ces éléments vont interagir avec 
les constituants de la paroi vasculaire et favorisent l’athérogénèse.  
En France, en 2012, 25,9% des adultes obèses étaient traités pour une dyslipidémie, ce qui 
correspond à 2,7 fois plus que des sujets de corpulence normale (5).  
3. Syndrome métabolique 
Pour décrire le risque métabolique associé à l’obésité, il a été proposé la définition du 
syndrome métabolique, qui associe au moins trois critères parmi les suivants :  
- Augmentation du tour de taille > 102 cm chez l’homme et > 88 cm chez la femme. 
- Taux de triglycérides > 1,50 g/l 
- HDL cholestérol < 0,40 g/l chez l’homme et < 0,50 g/l chez la femme 
- Glycémie à jeun > 1,0 g/l et/ou traitement anti-diabétique 
- Hypertension artérielle 
L’existence du syndrome métabolique est très fortement corrélé au risque cardiovasculaire 
(14). 
4. Stéatohépatite métabolique 
Autrement appelée NASH (non alcoholic steatohépatitis), la prévalence de cette affection est 
croissante. Elle concerne aux alentours de 25% de la population en Europe (15) et il s’agit de 
la deuxième cause de transplantation hépatique aux Etats Unis (16).   
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La stéatose consiste en une augmentation des acides gras libres intra-hépatiques faisant suite à 
un stress oxydatif. Elle peut évoluer vers la fibrose hépatique constituant la cirrhose (17). Elle 
est directement liée à l’insulinorésistance et considérée comme un précurseur du syndrome 
métabolique. 
 
B. Maladies cardiovasculaires 
 
Le surpoids est un facteur de risque majeur de maladies cardiovasculaires (18). Ceci est 
particulièrement vrai dans le cas d’une obésité « androïde », qui se complique d’une 
accumulation de lipides dans le tissu adipeux viscéral et de la survenue d’un syndrome 
métabolique (19). Le risque cardiovasculaire diminue avec la réduction de la masse grasse, 
notamment après chirurgie bariatrique (20). 
1. Hypertension artérielle  
Dans l’étude Obepi en France en 2012, près de 35% des sujets obèses étaient traités pour une 
hypertension artérielle (HTA) contre 17.4% dans la population générale, soit un risque relatif 
de 3.6 associé à l’excès de poids (5). Les mécanismes physiopathologiques en jeu sont 
probablement multiples : activation du système rénine-angiotensine par la synthèse de 
l’angiotensinogène dans le tissu adipeux viscéral, activation du système nerveux sympathique, 
insulino-resistance … 
2. Maladie coronarienne 
Le lien entre surpoids et survenue de maladie coronarienne a été bien établi par plusieurs 
grandes études de cohorte : la Framingham Heart Study, la Manitoba Study la Harvard School 
of Public Health Nurses Study…  (21) (22) (23).  
Cette relation serait due aux remaniements vasculaires artériels secondaires aux dépôts de 
lipides et à l’infiltration par des macrophages spumeux constituant l’athérome (24). 
Dans une étude pathologique, l'examen post-mortem des artères de jeunes hommes décédés 
révélait que l'étendue des lésions vasculaires artérielles (stries lipidiques, plaques fibreuses, 
calcifications) était directement associée à l'obésité et à la taille du pannicule abdominal (25). 
3. Insuffisance cardiaque chronique 
Un IMC élevé prédispose à l'insuffisance cardiaque congestive par le biais de la 
coronaropathie mais également l’augmentation du volume sanguin et l’HTA qui majorent la 
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post-charge (26) (27). On estime que le risque d’insuffisance cardiaque congestive augmente 
de 5% pour les hommes et de 7% pour les femmes pour chaque augmentation de 1 point 
d’IMC. En revanche, chez les patients suivis pour insuffisance cardiaque, le surpoids n’est pas 
un forcément un facteur de gravité puisqu’une obésité modérée est même associée à une 
diminution de la mortalité (28). 
 
C. Maladies respiratoires chroniques 
 
La dyspnée est une plainte fréquente chez les sujets obèses (29) (30). D’un point de vue 
fonctionnel, l’obésité est caractérisée par une ventilation à bas et faible volume avec une 
diminution de la capacité résiduelle fonctionnelle (31). Il existe des anomalies de la 
compliance thoracique du fait de l’accumulation de tissu gras au niveau thoracique. On note 
une augmentation des résistances bronchiques même s’il n’y a pas de trouble ventilatoire 
obstructif constitué. Enfin, il existe des perturbations des rapports perfusion/ventilation (32) 
(33). Il en résulte que le coût respiratoire à l’effort est plus important pour les sujets obèses et 
corrélé à la dyspnée à l’effort (34). 
Les pathologies respiratoires chroniques sont surreprésentées parmi les sujets obèses, en 
particulier les maladies bronchiques. Ceci s’expliquerait par des modifications anatomiques 
caractérisées par l’accumulation de tissu graisseux dans les parois bronchiques mais 
également par le relargage à partir du tissu adipeux de divers médiateurs favorisant 
inflammation et hyperréactivité bronchique. 
1. Asthme  
Il est maintenant bien reconnu que l’obésité expose à un risque accru de développer un 
asthme, même si l’on doit être prudent sur la validité de cette relation quand l’asthme est 
auto-déclaré dans les études (35) (36). Dans une méta-analyse, sur la base d'études examinant 
l'incidence de l'asthme chez environ 333 000 personnes obèses, les auteurs ont indiqué que les 
personnes en surpoids ou obèses présentaient une augmentation de 50% du risque de 
développer un asthme (odds ration (OR) : 1,5 ; IC à 95% : 1,27-1,8). Il existait également une 
relation croissante entre l'augmentation de l'IMC et le risque d’asthme (37) 
Dans une étude de cohorte finlandaise, l’OR atteignait 3,0 (IC95% : 1,64-5,5) (38). A 
nouveau, le risque semble lié à la répartition des graisses, étant particulièrement important en 
cas d’obésité abdominale, du moins chez les femmes (39). 
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Les sujets obèses ont également plus de risque de souffrir d’un asthme sévère et plus difficile 
à contrôler avec les traitements inhalés classiques (40) (41).  Des études de clusters réalisées 
parmi de larges populations de patients asthmatiques, montrent que l’asthme du sujet obèse se 
rapproche d’un cluster d’asthme sévère qui partage comme caractéristiques cliniques : un 
début tardif à l’âge adulte, une éosinophilie dans les crachats peu importante, une 
prédominance du sexe féminin, un contrôle difficile avec recours plus fréquent aux structures 
de soins et aux corticoïdes oraux (42) (43) (44).  
2. Broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) 
La BPCO, caractérisée par un trouble ventilatoire obstructif non complètement réversible, est 
également fréquente chez les sujets obèses. Dans la Tucson Prospective Cohort Study (299 
sujets avec un BMI moyen à 24), 25% des patients BPCO étaient obèses contre 16% parmi 
sujets avec BMI < 30 kg/m2 (OR 1.80, IC 95% : 1.32 à  2.46) (45). Steuten et al. ont étudié la 
prévalence de l'obésité dans une grande population de patients atteints de BPCO aux Pays-
Bas : la prévalence globale de l'obésité était de 18% chez les sujets BPCO, contre 10%  dans 
la population générale (46). Par contre, de façon paradoxale, il est très clair que le surpoids 
confère un avantage en terme de survie dans le cas d’une BPCO sévère (47).  
A nouveau, pour expliquer le lien entre maladie bronchique et obésité, sont évoqués à la fois 
les contraintes anatomiques imposées par l’accumulation de tissu graisseux mais également 
l’inflammation systémique générée par les adipocytes, les acides gras circulants et 
l’insulinorésistance (48). 
3. Le syndrome d’apnée-hypopnée obstructives du sommeil (SAHOS) 
Le SAHOS est caractérisé par la survenue répétée d’interruption ventilatoire au cours du 
sommeil, responsable d’un sommeil non réparateur et d’une fatigue diurne. L'obésité 
prédispose au SAHOS en raison de l'accumulation de graisse autour du cou, entrainant une 
augmentation de la pression extraluminale et une propension à l'affaissement des voies 
aériennes supérieures (49). Dans la Sleep Heart Health Study, la proportion de sujets atteints 
de SAHOS est de 32 % en cas d’obésité contre 12% chez des sujets de poids normal. Dans les 
obésités morbides, la proportion de SAHOS atteint les 60%. Les données de la cohorte du 
sommeil du Wisconsin montrent qu’une augmentation de 20% du poids était associée à une 
augmentation de 70% de l'index d’apnée-hypopnée (IAH), alors qu'une réduction de 20% du 
poids était associée à une diminution de 48% de l'IAH (50). Lorsque le SAHOS est associé à 
une BPCO, on appelle cela un Overlap Syndrome. 
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4. Le syndrome obésité-hypoventilation SOH 
Le SOH se définit par l’existence hypoventilation alvéolaire avec hypercapnie diurne (PaO2 
< 70 mmHg, PaCO2 ≥ 45 mmHg) chez un sujet obèse (IMC > 30 kg/m2) qui n’a, par ailleurs, 
pas d’autre affection respiratoire pouvant expliquer les anomalies gazométriques (49).   
Selon une étude française, parmi 174 patients souffrant de SAHOS et candidat à une 
ventilation en pression positive, le pourcentage de patients avec hypercapnie diurne répondant 
au diagnostic de SOH était de 11% et atteignait 23,6 % des sujets ayant un IMC > 40 kg/m2 
(51). Selon une étude nord-américaine, parmi 277 patients obèses hospitalisés aux urgences, 
31 % avaient un SOH (52). 
 
D. Infections respiratoires 
 
Il existe un lien entre surpoids et risque infectieux. L'obésité est par exemple un facteur de 
risque établi pour les infections du site opératoire, les infections nosocomiales, les 
parodontites et les infections cutanées (53). 
On remarque la propension de ces sujets aux infections respiratoires en particulier. Par 
exemple, Baik et al. ont montré dans une large étude de cohorte américaine que l’obésité et la 
prise de poids étaient corrélées au risque d’acquisition de pneumopathie aigue communautaire 
chez les sujets féminins (risque relatif : 2.2 sur une période de suivi de 20 ans) (54). Dans une 
étude polonaise, l’incidence des infections des voies aériennes supérieures était deux fois plus 
importante chez des enfants obèses par rapport aux sujets de poids normal (55). 
Mais c’est surtout avec l’exemple de la grippe A H1N1 2009 que l’on retrouve cette 
susceptibilité marquante aux infections respiratoires. Au cours de cette épidémie, l’obésité est 
ressortie comme un facteur de risque important de grippe grave. Les sujets obèses étaient en 
effet nettement surreprésentés parmi les cas hospitalisés, les sujets hospitalisés en soins 
intensifs, et parmi les décès, que ce soit aux USA, Mexique ou en Europe ; ceci en 
comparaison avec la prévalence de l’obésité  dans la population générale de chacun des pays 
concernés (56) (57) (58) (59). En France, entre Juillet et Novembre 2009, sur 244 cas de 
grippe hospitalisés, les sujets obèses représentaient 21% des patients hospitalisés et 30% des 
décès (60).  
Le Haut conseil de la santé publique (HCSP) en France a intégré en 2011 ce facteur de risque 
dans le calendrier vaccinal et l’obésité est désormais reconnue comme une comorbidité devant 
faire recommander la vaccination antigrippale annuelle (61). 
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E. Autres pathologies 
1. Cancers 
Plus récemment, plusieurs études épidémiologiques ont pointé l’association entre 
l'augmentation de l'obésité et le risque de développer certaines tumeurs malignes, comme les 
cancers digestifs (cancer colorectal, cancer de l’œsophage et de l’estomac, du pancréas, du 
foie), les cancers gynécologiques (cancer du sein post ménopausique, de l'endomètre, de 
l’ovaire) ainsi que le lymphome non hodgkinien, le myélome multiple (62).  
Le surpoids et l'obésité augmentent aussi le risque de décès chez les patients atteints de 
cancer, en relation avec leurs effets pathophysiologiques sur la croissance tumorale et les 
difficultés qu’ils engendrent dans la prise en charge thérapeutique (risque opératoire, 
adaptation des posologies de traitements anti cancéreux). Aux États-Unis, on estime que les 
effets du surpoids et de l'obésité pourraient expliquer 14% des décès par cancer chez les 
hommes et 20% des décès par cancer chez les femmes, alors que le maintien d'un poids 
normal à un indice de masse corporelle (IMC) <25 kg/m2 pourrait prévenir 90 000 cas de 
cancer par an (63). Le rôle de la perte de poids intentionnelle dans la prévention de l'incidence 
et de la mortalité anticancéreuses a été démontré dans des études de chirurgie bariatrique. 
Dans une étude suédoise sur 4000 sujets obèses, les auteurs ont comparé le devenir de 2010 
patients ayant bénéficié d’une chirurgie bariatrique à celui de 2036 contrôles. Après un suivi 
médian de 10,9 ans, la perte de poids après chirurgie bariatrique était associée à une réduction 
de 40% de l'incidence du cancer (64).  
Actuellement, le lien entre obésité et cancer est expliqué par plusieurs mécanismes :  
augmentation de facteurs de croissance tumoraux tels que l'insuline et le facteur de croissance 
analogue à l'insuline (IGF-1), rôle des adipokines dans la régulation de la croissance cellulaire 
et de l’immunotolérance, inflammation de bas grade et augmentation du stress oxydatif, 
altération du microbiome intestinal (65) 
2. Complications ostéo-articulaires 
L’arthrose est fréquente chez les sujets en surpoids, principalement la gonarthrose dont le 
risque de survenue est 3 à 4,8 fois plus élevé respectivement chez une femme et un homme 
obèse par rapport à un sujet de poids normal. Le facteur mécanique est évident pour les 
articulations portantes mais on évoque également le rôle pro-inflammatoire des médiateurs du 
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tissu adipeux. D’autres pathologies rhumatismales sont fréquentes : la goutte du fait de 
l’hyperuricémie, les tendinopathies, l’ostéonécrose aseptique des têtes fémorales … 
3. Complications dermatologiques 
De nombreuses dermatoses bénignes sont plus fréquentes chez les sujets obèses, 
principalement due à un facteur mécanique : mycose des plis, hyperkératose plantaire mais 
également acanthosis negricans (hyperpigmentation des gros plis), hyperhydrose, acné.… 
 
 
III.  Le tissu adipeux 
Le tissu adipeux est un tissu conjonctif complexe qui représente, chez un individu normal, 
20% du poids du corps. On distingue le tissu adipeux blanc, majoritaire, et le tissu adipeux 
brun. 
 
A.    Localisation  
La graisse brune est surtout abondante chez les mammifères hibernants car elle est impliquée 
dans la thermogénèse. Dans l’espèce humaine, elle est présente principalement au début de la 
vie. Elle se répartit dans la région interscapulaire, autour des gros vaisseaux, des reins et du 
cœur.  
Le tissu adipeux blanc est majoritaire chez l’homme adulte et se distingue en deux sous-types 
selon sa localisation : 
- Tissu adipeux sous-cutané, le SAT (Subcutaneous adipose Tissue): prédomine sur la nuque 
et les épaules chez l’homme, sur la poitrine, les hanches, les cuisses et les fesses chez la 
femme. 
- Tissu adipeux viscéral, le VAT (Visceral Adipose Tissue) : localisé surtout au niveau du 
mésentère, des épiploons et des régions rétropéritonéales. On retrouve également du tissu 
adipeux au sein d’organes profonds comme le cœur (graisse péricardique), les poumons et les 
reins. Il existe de la graisse dans la moelle osseuse et de façon diffuse autour des vaisseaux en 
péri-adventitiel. 
-  enfin, le tissu adipeux constitue un tissu de soutien et de protection essentiel au niveau des 
orbites, des mains et pieds. 
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Figure 3. Principales localisations des dépôts de tissu adipeux.  
D’après Ouchi et al., nature review immunology 2011 (66) 
 
 
B.   Structure 
 
Le tissu adipeux est un tissu conjonctif complexe composé en majorité d’adipocytes. Ceux-ci 
sont des cellules de forme polyédrique renfermant une volumineuse vacuole lipidique. Ils sont 
groupés en lobule au sein d’un tissu de soutien comprenant des fibres de réticuline et du 
collagène, des capillaires sanguins, des fibres nerveuses sympathiques noradrénergiques, des 
fibroblastes et des cellules du système immunitaire (macrophages, éosinophiles, mastocytes et 
cellules NK mais également lymphocytes B, T4, Treg). L’ensemble du tissu entourant les 
adipocytes matures est appelé fraction stroma vasculaire (FSV). 
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Figure 4. Structure du tissu adipeux. 
A : Coupe histologique. B : représentation graphique issue de Ouchi et al. (66). 
 
 
C.    Fonction des adipocytes 
1. Synthèse des lipides : lipogenèse 
Les triglycérides alimentaires et le glucose en excès pénètrent dans l’adipocyte via des 
récepteurs transmembranaires GLUT1 et 4. L’expression de ces récepteurs à la membrane est 
favorisée par l’insuline.  La dégradation du glucose va fournir les groupements acétyl-coA qui 
seront ensuite associés pour former des acides gras.  
2. Stockage des lipides 
Le stockage se fait au sein de la vacuole lipidique. Le tissu adipeux blanc renferme la quasi-
totalité des triglycérides stockés dans l’organisme et représente la plus importante réserve 
énergétique de l’organisme qui peut être mise à contribution lorsque les réserves de glucides 
sont épuisées (jeûne, efforts physiques, lutte contre le froid) ou inutilisables (diabète grave) 
3. Libération des lipides 
Les principaux régulateurs de la lipolyse sont les catécholamines via l’activation des 
récepteurs ß3 adrénergiques et les glucocorticoïdes qui vont activer les lipases dégradant les 
triglycérides en acides gras non estérifiés  
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4. Sécrétion de médiateurs 
Les adipocytes sont également capables de sécréter tout un panel de médiateurs 
intercellulaires. Parmi ceux-ci, on trouve les adipokines (leptine, adiponectine, resistine,…) 
spécifiques du tissu adipeux, des cytokines inflammatoires comme le TNF-α ou l’IL-6 ainsi 
que des facteurs angiogéniques (favorisant sa propre vascularisation), des prostaglandines, des 
œstrogènes, de l’angiotensinogène, des protéines du complément, etc... 
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Figure 5. Fonctions de l’adipocyte. 
FATP: Fatty Acid Transportor; AG : Acide Gras; TG: triglycérides; GLUT4: Transporteur de Glucose 4; G3P: 
Glycéraldehyde 3 Phosphate; HSL: Lipase Hormonosensible; ßAR : récepteur ß adrénergique 
 
 
 
 
D.    Adipogénèse  
 
La différenciation, régénération et croissance du tissu adipeux constituent des processus 
continus tout au long de la vie. Les études sur le renouvellement adipocytaire en utilisant le 
carbone14 dans le tissu adipeux suggèrent qu'environ 10% des cellules adipeuses du corps 
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sont régénérées chaque année (67). Toutefois il existe une grande hétérogénéité dans le tissu 
adipeux en termes d’origine cellulaire, de développement et de spécialisation des adipocytes, 
qui dépend de la localisation du tissu, de l’âge et du gain de poids.  
On estime que les précurseurs des adipocytes dérivent des cellules souches 
mésenchymateuses, probablement du mésoderme. Les progéniteurs adipocytaires peuvent 
provenir des cellules mésenchymateuses recrutées à partir de la moelle osseuse (68) mais il 
existerait également des progéniteurs résidents dans le tissu stromal vasculaire capables de se 
différencier en adipocytes matures ; les adipocyte-derived stem cells ADSC (69) (70).  
La croissance du tissu adipeux se fait à la fois par hypertrophie (augmentation en taille des 
adipocytes) et par hyperplasie (augmentation en nombre des adipocytes). 
L'adipogenèse est un processus de développement en deux étapes dans lequel une cellule 
mésenchymateuse indifférenciée se différencie en un pré-adipocyte puis un adipocyte chargé 
de lipides. À la suite de ce processus, les gouttelettes lipidiques deviennent la caractéristique 
dominante de la cellule. Parmi les facteurs impliqués dans ce processus de différenciation, on 
peut citer le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) et les protéines de 
liaison à l'amplificateur CCAAT  (C/EBPa, C/EBPb et C/EBPm) (71). Sous l’influence de 
plusieurs facteurs tels que l'insuline, les glucocorticoïdes et les agents qui augmentent 
l'AMPc, l’expression de PPARy est augmentée, ce qui induit alors l'expression des facteurs 
C/EBP. Ces facteurs, dans une boucle de régulation positive, vont superviser la 
différenciation adipocytaire (72). PPARy est l’élément déterminant de ce processus. Des 
modèles murins montrent que la diminution de PPARy empêche la formation de tissu adipeux 
blanc (73) ; chez les mammifères, des mutations naturelles de PPARy sont associés à la 
lipodystrophie (74). PPARy est à la fois suffisant et nécessaire pour la différenciation des 
adipocytes gras blancs puisque la surexpression de PPARy peut récupérer la différenciation 
adipocytaire dans les cellules déficientes en C/EBP, alors que l’inverse ne se vérifie pas (75). 
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Figure 6. Principales étapes de l’adipogénèse et facteurs régulateurs 
 
Cependant, lors du développement de l'obésité, les adipocytes subissent une hypertrophie en 
raison de l'augmentation du stockage des triglycérides. Au sein du tissu adipeux en expansion, 
il se produit alors des changements qualitatifs défavorables comprenant une raréfaction 
vasculaire, une nécrose adipocytaire, une modification des profils de production de 
médiateurs par les adipocytes et l’augmentation de l’infiltration du tissu par les cellules 
immunitaires, notamment les macrophages. Ces phénomènes sont induits en grande partie par 
l’hypoxie locale (76) ; la pression partielle en oxygène est en effet diminuée au sein du tissu 
adipeux de sujets obèses (77) et le facteur HIF1-α (hypoxia-inducible factor α)  est 
surexprimé (78), participant au recrutement local de macrophages et à l’augmentation des 
cytokines inflammatoires.  
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Figure 7. Transformation du tissu adipeux au cours de l’obésité. D’après Ouchi et al (67). 
 
 
E.    Les macrophages dans le tissu adipeux 
 
Au côté des adipocytes matures, la fraction stroma vasculaire du tissu adipeux est riche en 
cellules immunitaires et tout particulièrement en macrophages. L’obésité s’accompagne d’une 
augmentation en nombre des adipocytes mais également des macrophages résidents. Plusieurs 
études ont montré chez la souris et chez l’homme que le tissu adipeux était le siège d’une 
infiltration par des macrophages, dont le nombre et l’état d’activation sont proportionnels à la 
masse grasse (79) (80). Ces macrophages, appelés ATM (adipose tissular macrophages), se 
répartissent en couronne autour des adipocytes. Une réduction de poids importante après 
chirurgie bariatrique se traduit par une diminution du nombre de ces macrophages, comme le 
montre l’étude anatomopathologique de Cancello et al. (81) (Figure 8). Un autre type de 
cellules immunitaires associées au tissu adipeux, les adipose type 1-innate lymphoids cells 
(AT1-ILCs), présentent une activité cytotoxique envers les macrophages et sont importantes 
pour réguler leur nombre à l’état stable (82). 
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Figure 8. Coupes histologiques de tissu sous cutané de sujets obèses avant et trois mois après 
chirurgie bariatrique. Issue de Cancello et al. Diabetes 2005 (81) 
Les macrophages sont mis en évidence par coloration à l'hématoxyline- l'éosine (A; X100), 
immunomarquage HAM56 (B; X100) et CD68 (C; X100). Les mêmes marquages sont utilisés 
sur du tissu adipeux trois mois après la chirurgie de l’obésité (E, F, G).  
 
 
Ces macrophages dérivent majoritairement de précurseurs médullaires comme le montrent des 
expériences de transplantation de moelle osseuse chez des souris irradiées (79). Ils pourraient 
être recrutés au sein du tissu adipeux par l’expression de molécules chemo-attractrices comme 
le MCP-1, augmenté en cas d’obésité (81), ou le facteur de transcription HIF1-α induit par 
l’hypoxie locale secondaire à l’hypertrophie des adipocytes. Les macrophages se déposent 
préférentiellement en couronne autour d’adipocytes nécrotiques et jouent un rôle fondamental 
dans la clairance des débris cellulaires et lipides relargués (83). Ils sont également la 
principale source de production de nombreux médiateurs inflammatoires (TNF-α, CXCL8, 
MCP-1, IL-6,…), qui vont ensuite agir de façon paracrine ou être relargués dans la circulation 
sanguine. Ils sont ainsi supposés être les principaux acteurs à l’origine de l’inflammation 
chronique locale et systémique lors de l’obésité (84) (85). Ces médiateurs inflammatoires sont 
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associés de façon forte aux complications systémiques liées à l’obésité : dysrégulation 
métabolique et  insulinoresistance (86), risque cardio-vasculaire (87), complications 
hépatiques, maladie thrombo-embolique ou encore développement de certaines tumeurs (88). 
Le dialogue entre adipocytes et macrophages au sein du tissu adipeux ressort donc comme 
l’un des mécanismes essentiels impliqués dans les modifications métaboliques, 
inflammatoires et immunitaires associées à l’obésité.  
 
 
IV. Les adipokines 
 
Les adipokines regroupent un ensemble de protéines produites principalement par les 
adipocytes. C’est en 1987 que l’on décrit pour la première fois une cytokine, l’Adipsin, dont 
la production dépend du tissu adipeux (89). Quelques années plus tard, en 1994, la recherche 
sur le tissu adipeux prend une autre dimension avec la découverte de la leptine, cytokine 
produite par les adipocytes et ayant un rôle majeur dans la régulation de l’appétit et du 
métabolisme énergétique. Plusieurs travaux ont ensuite permis de caractériser le spectre de 
production des cellules adipocytaires et, en 2002, le concept d’ « adipokines » est adopté pour 
décrire ces protéines produites par le tissu adipeux et capables d’avoir une influence 
systémique après passage dans la circulation (90). Elles sont nombreuses, plus ou moins 
spécifiques du tissu adipeux et impliquées dans des fonctions variées comme la régulation 
énergétique, l’insulinorésistance, la modulation immunitaire, la régulation des fonctions 
reproductrices…Les plus connues et les plus étudiées d’entre elles sont la leptine et 
l’adiponectine.  
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 Source      Récepteurs Fonction 
Leptine Adipocytes Récepteurs leptine 
ObRa, b, c, d, e, f 
Contrôle de l’appétit 
Métabolisme : oxydation des acides gras, captation glucose 
Immunorégulation : activation des cellules granulocytaires, 
prolifération lymphocytaire, polarisation Th1 
      
Adiponectine 
Adipocytes AdipoR1/2 
T cadhérine 
Métabolisme : oxydation des acides gras, insulinosensibilité 
Vasoprotecteur 
Immunorégulation : anti-inflammatoire 
Visfatine/ 
NAMPT 
Adipocytes 
Macrophages 
TLR4 ?  
CCR5 ? 
Biosynthèse de NAD 
Sécrétion d’insuline 
Immunorégulation : chemoattractant pour les monocytes, 
production cytokines inflammatoires 
Association à certains cancers et au SDRA 
Chémérine Adipocytes 
Foie, rein, 
pancréas, 
organes génitaux 
CMKLR1 
GPR1 
CCRL2 
Adipogénèse 
Captation glucose 
Résistine Monocytes 
Adipocytes 
(souris) 
TLR4 Insulinorésistance (souris) 
Sécrétion cytokines inflammatoires 
Activation endothéliale 
SRFP5 Adipocytes WNT5a Suppression du signal pro-inflammatoire induit par WNT 
ANGPTL2 Adipocytes ? Inflammation vasculaire 
Lipocalin 2 Adipocytes 
Macrophages 
? Insulinorésistance 
Sécrétion cytokines inflammatoires : TNF 
 
Tableau 1. Principales adipokines connues: source de production, récepteurs, effet biologique 
NAD : nicotinamide dinucléotide ; SDRA : Syndrome de Détresse Respiratoire Aigue 
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A. Leptine 
1. Gene et structure 
La leptine est une protéine codée par le gène Ob, cloné pour la première fois en 1994 par 
l’équipe de J.Friedman. Il est situé sur le chromosome 7 et composé de 3 exons séparés par 2 
introns. Le produit de ce gène est une protéine de 16 kDA et 167 acides aminés qui appartient 
à la famille des cytokines hélicoïdales de type IL-6 et partage une homologie  de  structure  
avec  des facteurs de croissance tels que le  G-CSF  et  la  GH. 
La leptine est produite en majeure partie par les adipocytes du tissu adipeux blanc et 
accessoirement par le muscle squelettique, l’hypophyse ou l’épithélium gastrique. Elle est 
présente dans le sang sous forme monomérique et son taux circulant est habituellement de 5 à 
25 ng/ml. Mais la concentration plasmatique de leptine est proportionnelle au niveau de masse 
adipeuse de l’organisme ; chez le sujet obèse elle peut atteindre 60-100 ng/ml. La sécrétion de 
la leptine est pulsatile, elle suit un rythme circadien diurne, augmente après un régime 
hypercalorique et est stimulée par l’insuline. 
 
2. Récepteurs  
Il existe 6 isoformes du récepteur de la leptine qui possèdent tous un même domaine 
extracellulaire commun. Leur domaine intracellulaire différencie les 4 isoformes courtes 
ObRs (obRa principalement) de l’isoforme longue ObRb. Enfin l’isoforme circulante ObRe 
est caractérisée par l’absence de domaine transmembranaire (91).  
Seule la forme longue ObRb permet d’induire un signal intracellulaire. Les isoformes courtes 
ont un rôle important dans le transport de la leptine à travers la barrière hémato-encéphalique 
et l’isoforme circulante ObRe, dite « binding protein » permet de stabiliser la leptine 
circulante et régule la proportion de leptine libre dans le plasma. 
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Figure 9.  Leptine et ses récepteurs 
A : schéma de la structure tridimensionnelle de la Leptine. B : représentation des six 
isoformes des récepteurs à la leptine ; seule la forme longue Ob-Rb possède un domaine 
intracellulaire fonctionnel 
 
3. Voies de signalisation 
La leptine se fixe sur son récepteur à la surface membranaire sous la forme d’un homodimère 
pour former un complexe tétramérique 2(ObR-Ob). Le récepteur n’a pas de fonction tyrosine 
kinase intrinsèque mais interagit avec les kinases JAK2 (Janus Kinase 2) via son domaine 
Box1. Ceci permet la phosphorylation de plusieurs résidus tyrosine : TYR905, TYR1077, 
TYR1138. Chacun de ces sites de phosphorylation va induire une voie de signalisation 
spécifique qui dépendra également du tissu dans lequel se trouve la cellule (système nerveux 
central, tissu adipeux, muscles périphériques), rendant compte des différentes fonctions de la 
leptine (92) (93) (94) : 
- On observe un recrutement des facteurs de transcriptions STAT : principalement 
STAT3 (dans le tissu adipeux, le muscle, le foie et l’hypothalamus) mais également 
STAT 1 (dans le tissu adipeux) et STAT 5 (dans l’intestin) (95) (96) (97). Cette voie 
est impliquée dans le contrôle de la balance énergétique et dans la régulation de la 
prolifération cellulaire 
- Le récepteur de la leptine, via son site TYR985phosphorylé ou via le recrutement de 
JAK2, va activer la protéine SHP2 (SH2 domain-containing protein tyrosine 
phosphatase) qui déclenche la voie MAPK (mitogen activated protein kinase) via la 
phosphorylation de la protéine membranaire RAS ; les effecteurs de cette voie seront 
les facteurs de transcriptions ERK1/2, impliqués dans l’homéostasie énergétique et 
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dans la différenciation cellulaire, mais également les protéines p38 et JNK (c-Jun N-
terminal kinase), protéines de stress cellulaire (98). 
- Enfin l’activation du récepteur de la leptine va également mettre en jeu la voie de 
signalisation des PI3K (phosphoinositide 3-kinase), soit par action directe, soit par 
l’intermédiaire du facteur IRS1/2 (Insuline receptor Substrate). Ceci mènera à 
l’activation des protéines AkT (protein kinase B) et de la PKC (protein kinase C). La 
PKC est nécessaire pour le fonctionnement de la voie MAPK citée ci-dessus. La 
protéine Akt est importante dans les processus de survie cellulaire. Cette voie 
IRS/PI3K est essentielle pour médier l’effet anorexigène de la leptine au niveau 
neurologique central. Elle rend compte de l’interaction entre les deux hormones, 
leptine et insuline (99).  
Ces voies de signalisation sont régulées négativement par deux principaux acteurs : la 
protéine SOCS3 (Suppressor of Cytokine Signaling 3) et PTP1B (ProteinTyrosine 
Phosphatase 1B). Leur transcription est activée par les protéines STAT, assez précocement (à 
partir de 2h) après l’activation du récepteur de la leptine. Elles vont en retour inhiber les 
protéines JAK et STAT ainsi que les IRS. Il est intéressant de noter que les animaux KO pour 
SOCS3 et PTP1B présentent une sensibilité accrue à l’insuline et une résistance à l’obésité 
induite par l’alimentation (100) (101). 
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Figure 10. Voies de signalisation de la leptine après fixation sur son récepteur ObRb 
 
4. Effets biologiques 
Les récepteurs à la leptine sont présents sur de nombreux types cellulaires comme les 
neurones hypothalamiques, les macrophages, les cellules des muscles squelettiques, les 
hépatocytes, les pneumocytes de type 2, les cellules épithéliales bronchiques… Ceci rend 
compte de la variété de ses fonctions :  
Ø Sa principale fonction est la régulation de l’appétit et de la balance énergétique, en 
inhibant la prise alimentaire et en augmentant la thermogenèse par innervation 
sympathique du tissu adipeux brun.  
Via ses diverses voies de signalisation : JAK/STAT3, MAPK et surtout IRS/PI3K, la 
leptine stimule la transcription du neuropeptide anorexigène POMC 
(proopiomelanocortin) et inhibe l’expression du neuropeptide Y (NPY) orexigène 
(102) (103).  
Ainsi, les animaux déficients pour le gène de la leptine (souris ob/ob) ou de son 
récepteur ObRb (souris db/db) présentent une obésité due à une hyperphagie et à une 
dépense énergétique réduite. Le traitement des animaux par de la leptine exogène 
augmente la dépense énergétique et réduit le poids des souris ob/ob (104). Les 
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humains déficients en leptine montrent une dépense énergétique normale au repos 
mais sont nettement hyperphagiques (105).  
Cependant l'obésité humaine due à une déficience congénitale en leptine est rare. Au 
contraire, chez le sujet obèse, les taux circulants de leptine sont très élevés alors même 
qu’elle semble inactive sur la prise alimentaire : c’est le postulat de la résistance à la 
leptine. Ainsi, les niveaux élevés de leptine pourraient être un moyen de compenser le 
manque de réponse à l'hormone. 
Les mécanismes conduisant au phénomène de résistance à la leptine seraient multiples 
(106):  i) échec de l'hormone à traverser la barrière hémato-encéphalique et à agir sur 
ses neurones cibles (107), ii) réduction de l'expression des récepteurs de la leptine, iii) 
défaillance de la voie de signalisation de la leptine aux niveaux central et périphérique 
(108), iv) interactions entre les voies de signalisation de la leptine et divers médiateurs 
inflammatoires surexprimés en cas de surpoids ou modulés par des habitudes 
alimentaires (régime riche en sucre) (109) (110) (111), v) et enfin modulation des 
effets de la leptine par les variations de compositions du microbiome intestinal (112). 
Ø La leptine agit également sur le métabolisme au niveau périphérique en régulant le 
métabolisme du glucose et des lipides dans le foie, le muscle squelettique et le tissu 
adipeux. Elle inhibe la lipogenèse de novo (113), active l'oxydation des acides gras 
(114). L'activation de l'AMPK induite par la leptine régule la glycolyse et la 
néoglucogenèse dans le muscle squelettique (115). La leptine augmente les niveaux 
protéiques du transporteur de glucose (GLUT) 4 et réduit l'expression et l'activité des 
principaux régulateurs négatifs de GLUT4 (116). Elle améliore la sensibilité à 
l'insuline dans les tissus périphériques, tels que le muscle, par la voie de signalisation 
PI3K (117).  
Ø La  leptine joue un rôle immunorégulateur qui a été bien détaillé (118) (119). Elle est 
essentielle pour la défense antimicrobienne. Il a été montré chez des souris Ob/Ob 
déficientes en leptine, une surmortalité et un défaut de clairance bactérienne par 
rapport aux souris normales après instillation de Streptococus pneumoniae ou 
Klebsiella pneumoniae (120) (121). Les récepteurs de la leptine (ObRb et ObRa) se 
retrouvent à la surface de la plupart des effecteurs du système immunitaire expliquant 
son action tant sur l’immunité innée qu’adaptative (122). 
La leptine induit l’activation, le recrutement et la prolifération cellulaire des cellules 
phagocytaires : polynucléaires neutrophiles, macrophages, éosinophiles et cellules 
dendritiques (123) (124) (125). Elle favorise la phagocytose (126) et augmente 
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l’explosion oxydative ainsi que la sécrétion de médiateurs inflammatoires (IL6, 
leucotriènes B4…) (127) (128) (129).  
Dans l'immunité adaptative, la leptine influence l’homéostasie thymique en réduisant 
l’apoptose des cellules T thymiques (101). Sur les réponses lymphocytaires T naïves, 
la leptine augmente la prolifération et la sécrétion d'IL-2 par l'activation de la MAPK 
et de la PI3K (130). Sur les lymphocytes T mémoires, la leptine favorise la 
différenciation T helper 1 (TH1) en augmentant la sécrétion d'interféron-γ (IFN-γ) et 
de TNF (131). La leptine a également des effets anti-apoptotiques sur les cellules T 
matures et sur les précurseurs hématopoïétiques (132).  
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Figure 11. Effets de la leptine sur les cellules de l’immunité innée et adaptative.  
D’après La Cava et Matarese. Nature reviews immunology, 2004 (118) 
Ø Enfin, la leptine est également impliquée dans certains processus inflammatoires 
articulaires (133), dans les phénomènes de régulation de la reproduction (134) et 
l’activation endothéliale (135). 
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B. Adiponectine 
1. Gène et Structure 
D’abord appelée « Adipocyte complement-related protein of 30 kDa » ACRP30 du fait de son 
analogie structurelle avec le facteur du complément C1q, l’adiponectine a été identifiée pour 
la première fois en 1995 comme une protéine sécrétée par des adipocytes murins (136). Elle a 
ensuite été isolée dans le tissu adipocytaire humain ainsi que sous forme circulante dans le 
plasma humain (137). 
L’adiponectine (APN) est codée par le gène APM1/ACDC/ADIPOQ gène (Accession ID: 
D45371) situé sur le chromosome 3 en position 3q27. Il est composé de 3 exons et de 2 
introns et s’étend sur 16kb (138).  Seuls 2 exons sont traduits en une protéine de 244 acides 
aminés chez l’homme. Elle est composée de 4 domaines avec une séquence signal dans le 
domaine amino-terminal, suivie d’une région variable sans spécificité, d’un domaine 
collagène et d’un domaine globulaire carboxy-terminal. Sa masse est de 30 kDa chez la souris 
et de 28 kDa chez l’homme (139). La région hypervariable N-terminale contient un résidu 
cystéine (Cys-39 chez la souris ou Cys-36 chez l'homme) qui est essentiel dans les 
modifications post-transcriptionnelles et notamment la formation de multimères.  
 
Figure 12. Structure protéique de l’adiponectine 
A : Schéma structure tridimensionelle. B : représentation graphique des différents domaines 
protéiques du monomère. D’après Fang and Judd, comprehensive physiology 2018 (140) 
 
2. Sécrétion et régulation  
Les concentrations circulantes d’adiponectine sont importantes, de l’ordre de 5 à 30 mg/L, 
représentant 0.01% à 0.05% des protéines plasmatiques. Il s’agit de la plus abondante des 
adipokines. Cette concentration varie en fonction du sexe, elle est significativement plus 
élevée chez la femme (141), et elle subit un rythme nycthéméral avec des chutes en milieu de 
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nuit (142).  Elle dépend également du statut nutritionnel mais au contraire de la leptine, les 
taux circulants d’adiponectine diminuent chez les sujets obèses (143) (144) (145). Une perte 
de poids (10-20%) due à un régime hypocalorique est associée à une augmentation de près de 
50% des taux sériques d’adiponectine (146) 
Des analyses de liquide baignant des explants de tissu adipeux ont montré que l’APN est plus 
volontiers sécrétée par les adipocytes du tissu sous-cutané que du tissu péri-viscéral et par les 
adipocytes de petite taille (72). 
Suite à sa production, le monomère d’adiponectine subit des modifications post-
traductionnelles intra-adipocytaires importantes qui jouent un rôle crucial dans la formation 
d’oligomères et sont essentielles pour la liaison ultérieure du ligand à ses récepteurs 
membranaires. L'assemblage des multimères d'adiponectine se fait en effet par une série 
complexe d'étapes dans le réticulum endoplasmique (ER) et l’appareil de Golgi (147) (148) 
- Formation de trimères par hydroxylation et glycosylation sur des résidus proline et 
lysine dans le domaine collagène ainsi que par interactions hydrophobes entre les têtes 
globulaires (149). 
-  L'adiponectine trimérique est retenue par la protéine chaperon du réticulum 
endoplasmique ERp44. La formation de ponts disulfures entre les résidus Cys-39 est 
alors est stimulée par l’enzyme ER oxydoréductase Ero1. Ils permettent la formation 
d’oligomères d’ordre supérieur (2 à 6 trimères) (150) qui sont stabilisés par la protéine  
Dsba-L (151)  (152). 
Les phénomènes induisant un stress du réticulum endoplasmique peuvent entrainer une 
diminution de production d’adiponectine et/ou variations des ratios entre ses isoformes (153).  
 
 
 
Figure 13. Etapes pour la formation des oligomères d’adiponectine 
 
On retrouve ainsi l’adiponectine dans la circulation sous différentes formes moléculaires 
(Figure 13): la forme dite LMW (low molecular weight) correspondant aux trimères, la forme 
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MMW (medium molecular weight) correspondant à des hexamères (assemblage de 2 
trimères) et la forme dite HMW (high molecular weight) qui correspond à un assemblage de 3 
hexamères.  Il existe également une forme d’adiponectine globulaire, générée localement par 
des élastases leucocytaires qui clivent l'adiponectine dans son domaine collagène, résultant en 
un fragment globulaire de 18 à 25 kDa. 
La forme HWM de l’adiponectine est majoritaire (> 80%) car il s’agit de la forme la plus 
stable. La forme trimérique présenterait une durée de vie plus courte car plus sensible à 
l’action protéolytique des protéases membranaires (154) (147). 
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Figure.	Différentes	formes	d’Adiponectine,	polymérisation	et	poids	moléculaire
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Figure 14. Différentes formes d’adiponectine et leur poids moléculaire chez l’homme. 
3. Récepteurs et voies de signalisation 
Le récepteur de l’adiponectine existe sous deux isoformes : AdipoR1 et AdipoR2, auxquelles 
s’ajoute la T-cadhérine, co-récepteur qui peut également fixer l’APN dans certains tissus. 
AdipoR1 et 2 sont des récepteurs de type 7 domaines transmembranaires mais ils différent des 
autres récepteurs couplés aux protéines G sur plusieurs points : leur domaine N-terminal est 
intracellulaire, leur domaine C-terminal extracellulaire, ils ne sont pas couplés à une protéine 
G et présentent une large cavité au sein de leurs hélices transmembranaires et un site 
catalytique liant le zinc (155) (156).  
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Ces deux récepteurs ont une expression ubiquitaire mais AdipoR1 est plus exprimé dans le 
muscle squelettique et AdipoR2 est majoritaire dans le foie. AdipoR1 présente une affinité 
forte pour la forme globulaire d’adiponectine alors que AdipoR2 lie indifféremment forme 
globulaire et forme longue. La T-cadhérine est exprimée, elle, principalement sur les cellules 
endothéliales et les cellules musculaires lisses. Ses mécanismes de transduction ne sont pas 
encore complément compris mais elle pourrait agir comme un co-récepteur qui fixerait 
principalement les formes de haut poids moléculaires d’adiponectine et elle serait impliquée 
dans la migration et prolifération cellulaire endothéliale (157) (158) 
La protéine APPL1 (containing a phosphotyrosine binding domain and leucine zipper motif), 
identifiée récemment, est une protéine adaptatrice qui se fixe sur le domaine intracellulaire 
des récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 et peut médier une partie de leur signalisation (159). La 
signalisation du signal induit par l’APN passe par les voies AMPK, p38 MAPK et l’activation 
du facteur de transcription PPAR-α.  
- APPL1 va activer une phosphatase qui va permettre à la Liver kinase B1 (LKB1) 
d’être relarguée dans le cytosol. LKB1 va alors phosphoryler et activer AMPK (160). 
APPL1 est également responsable de l’activation du facteur de transcription PPARα, 
d’une petite GTPase rab5 et de p38 MAPK. Enfin APPL1 favorise les interactions 
entre le facteur IRS1/2 et le récepteur à l’insuline, favorisant l’action de l’insuline via 
la voie PI3K-Akt (161). 
APPL1 est un régulateur majeur de l’action de l’adiponectine sur la régulation 
énergétique. L’inactivation d’APPL1 dans un modèle murin génère une insulino-
résistance sans diminuer le nombre de récepteurs à l’insuline (161). 
- Indépendamment d’APPL1, l’adiponectine va induire l’activation de la phospholipase 
C qui augmente la concentration intracellulaire de calcium. La kinase 
Ca2+/calmoduline-dependent protein kinase CAMKK-b va être stimulée et active la 
voie AMPK (162) 
- Les récepteurs AdipoR présentent également une activité céramidase intrinsèque et 
sont capables d’hydrolyser la céramide en sphingoside 1 phosphate (S1P (163)). S1P 
est un lipide qui favorise la survie et la prolifération cellulaire (164). L’inactivation de 
adipoR1 et R2 dans des fibroblastes embryonnaires de souris diminue l’activité 
céramidase induite par l’adiponectine, baisse la concentration de S1P, alors que la 
surexpression des adpipoR dans le foie fait baisser le contenu en céramide et améliore 
la sensibilité à l’insuline (165). 
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Figure 15. Voies de signalisation de l’Adiponectine 
 
4. Effets biologiques 
La fonction de l’adiponectine dépend de son isoforme, du type de récepteur mis en jeu et de la 
cellule cible.  
Ø L’adiponectine est un facteur clé de la régulation énergétique, capable de moduler la 
sensibilité à l’insuline, le métabolisme glucidique et lipidique dans divers organes.  
Plusieurs observations cliniques soutiennent une association entre la concentration d'APN et 
les dysfonctionnements métaboliques liés à l’obésité. Les niveaux plasmatiques 
d'adiponectine sont corrélés à l'accumulation de graisse viscérale (166).  La concentration 
plasmatique d’adiponectine est  diminuée chez les patients atteints de diabète de type 2 et les 
niveaux élevés d'adiponectine sont associés avec un risque plus faible de développer du 
diabète (167). 
Les souris obèses génétiquement ob/ob ou suite à un régime hypercalorique présentent des 
taux d’APN circulant diminués et une insulino-résistance ; l’administration d’APN 
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recombinante chez ces souris améliore leur sensibilité à l’insuline et diminue le contenu en 
triglycérides dans les muscles et le foie (168) 
L’oxydation des acides gras et la diminution du contenu en triglycérides améliorent 
sensiblement la sensibilité à l’insuline du muscle squelettique. Dans la cellule du muscle 
squelettique, l’adiponectine favorise l’oxydation des acides gras par une action AMPK-
dépendante et diminue ainsi l’élévation des acides gras plasmatiques faisant suite à un repas 
riche en graisse (169). 
Dans le foie, il a été montré que l’adiponectine augmente l’utilisation du glucose et diminue la 
néoglucogénèse, favorisant l’insulinosensibilité (170) (171). Ceci passe par la voie AMPK qui 
va diminuer l’expression des enzymes importantes de la néoglucogenèse, la 
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et la glucose-6-phosphatase (G6Pase) (172). 
APPL1 interagit avec le facteur IRS1/2 et favorise la signalisation intra-cellulaire de ce 
récepteur à l’insuline (173). Elle  promeut également la sécrétion d’insuline par les cellules 
des ilots pancréatiques (174). L’activation du facteur PPARα  dans le foie va augmenter 
l’expression des gènes des enzymes impliquées dans l’oxydation des acides gras (175). La 
céramide induit une insulino-résistance par des mécanismes multiples. L’activité céramidase 
des récepteurs à l’adiponectine est un des facteurs expliquant la régulation de 
l’insulinosensibilité (165). Cette activité céramidase protège également les cellules des ilots 
pancréatiques de la lipotoxicité (165) 
Ø Dans la cellule endothéliale, l’adiponectine inhibe l’adhésion monocytaire et diminue 
la transformation des macrophages en cellules spumeuses alors qu’elle exerce un effet pro-
angiogénique, anti-apoptotique et stimule la production de monoxyde d’azote NO 
(176)(177)(178), exercant ainsi un effet vasoprotecteur. 
Ø Les récepteurs à l’adiponectine ont été identifiés sur des cellules immunitaires, en 
particulier sur les macrophages (179). 
 
5. AdipoRon 
En 2013, Okada-Iwabu et al. identifiaient pour la première fois une molécule synthétique qui 
agit comme un agoniste des récepteurs AdipoR (180). Cette molécule, appelée AdipoRon, lie 
à la fois AdipoR1 et AdipoR2 et induit in vitro, dans les cellules musculaires et hépatiques, 
les mêmes voies de signalisation que l’adiponectine, à savoir la phosphorylation de l’AMPK 
et l’activation de PPAR-a. Son effet s’exerce de façon concentration-dépendante, entre 5 à 50 
µM. In vivo, l’AdipoRon améliore la sensibilité à l’insuline dans un modèle murin soumis à 
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un régime hypercalorique. De façon intéressante, les auteurs montraient également que 
l’AdipoRon diminuait l’expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-α, IL-6 et CCL2 
dans le tissu adipeux et réduisait l’expression de marqueurs membranaires associés à un 
phénotype M1 (comme le CD11c) (180). 
 
 
Figure 16. Structure biochimique de l’AdipoRon 
 
Depuis, de nombreux travaux dans des modèles animaux  ont souligné l’effet bénéfique de 
cette molécule synthétique dans la prévention et/ou traitement des complications 
métaboliques dues à l’excès de poids et des maladies qui y sont associées (181): dysfonction 
endothéliale, athérosclérose (182), néprhopathie diabétique (183), ischémie myocardique 
(184), toxicité hépatique (185). 
 
C.  Autres adipokines 
 
1.  Visfatine  
La visfatine est également appelée NAMPT (nicotinamide phosphoribosyltransférase) ou 
Facteur favorisant la colonie de cellules pré-B (186).  
La (NAMPT) est une phosphoribosyltransférase et l’enzyme-clé qui catalyse la formation 
nicotinamide dinucléotide NAD dans un certain nombre de cellules (187). Une modification 
post-transcriptionnelle (acétylation de la lysine 53) contrôle sa libération cellulaire et 
caractérise la forme extracellulaire eNAMPT. Celle-ci a été décrite pour la première fois en 
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1994 sous l’appellation PBEF (Pre-B enhancer factor) en raison de sa capacité à réguler la 
différenciation des lymphocytes B (188). Enfin, eNAMPT est également appelée visfatine 
depuis qu’il a été décrit qu’elle était produite par les adipocytes et possédait une action de 
régulation du métabolisme à l’instar d’autres adipokines (189). Les taux circulants de 
visfatine sont augmentés chez les sujets obèses et diabétiques, particulièrement corrélés avec 
l’adiposité viscérale ; ils diminuent après perte de poids (190) (191) (192). 
Les récepteurs et voies de signalisation de la visfatine ne sont pas encore bien décrits. Le 
récepteur de l'insuline avait été proposé dans un premier temps mais cette publication a été 
rétractée deux ans plus tard (193). Actuellement, deux récepteurs sont suggérés pour médier 
les actions de la visfatine ; le Toll-Like récepteur 4 (TLR4) et le récepteur de chimiokine 
CCR5. Camp et al. ont démontré que eNAMPT se liait à TLR4 alors que Van der Bergh et al. 
ont trouvé une analogie structurale entre eNAMPT et CCR5 (194) (195). 
La visfatine joue un rôle important dans la sécrétion d'insuline par les cellules ß du pancréas ; 
des souris déficientes en visfatine réduisent la biosynthèse de NAD et la sécrétion d'insuline 
stimulée par le glucose dans le pancréas, contribuant à l’apparition d’une intolérance au 
glucose (196).  
Le glucose et les LDL oxydés stimulent l'expression de NAMPT dans les adipocytes humains 
via la voie PI3-kinase-Akt (197) (198). L’expression de l'ARNm de NAMPT augmente 
pendant l'adipogenèse et est stimulée par des facteurs induisant une résistance à l'insuline tels 
que IL-6, la dexaméthasone, le TNF-α (199) (200).  
Bien que certains rapports soient contradictoires, la majorité s’accordent plutôt sur les effets 
pro-inflammatoires de la visfatine, passant notamment par l'induction de la synthase 
inductible de l'oxyde nitrique (NOSi), l'activation des voies ERK1/2 (201), du facteur 
nucléaire NF-κB (202) et la stimulation de la production de cytokines inflammatoires (TNF-α, 
IL-6, IL-1β) (203) ou de chimiokines chemoatrractantes pour les monocytes comme MCP-1 
(204). La production de cytokines inflammatoires et l'expression de NAMPT dans les 
adipocytes semblent donc être régulées par une boucle d'activation positive. 
 
Par ailleurs :  
- Le développement de nombreux cancers (cancer colorectal, ovarien, mammaire, 
gastrique, prostatique, thyroïdien bien différencié, carcinomes endométriaux, 
myélome, le mélanome et les astrocytomes) est associé à une augmentation de 
l'expression de NAMPT car elle est essentielle pour la reconstitution du NAD 
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intracellulaire qui est consommé rapidement par les cellules cancéreuses en division 
(205) (206). 
- Des études de profils génomiques associés au développement d’un syndrome de 
détresse respiratoire aigue (SDRA) (induit par une infection ou un stress mécanique) 
ont fait ressortir la visfatine comme un biomarqueur de cette affection pulmonaire 
grave  (207) (208) (209). La visfatine a été dosée à un haut niveau dans le liquide de 
lavage broncho-alvéolaire des patients atteints de SDRA. Le rôle de cette cytokine 
dans la physiopathologie du SDRA n’est pas encore bien élucidé mais il a été montré 
qu’elle induisait la production de CXCL-8 par les cellules épithéliales et endothéliales 
pulmonaires, qu’elle augmentait leur perméabilité et qu’elle avait un pouvoir 
chemoattractant pour les polynucléaires neutrophiles au sein du parenchyme 
pulmonaire (210) (211). 
- Enfin, il a été souligné le rôle de la visfatine dans la régulation du fonctionnement de 
diverses cellules immunitaires notamment les monocytes/macrophages, en induisant 
leur recrutement, prolifération, différenciation  (212). 
 
 
2. Chémérine  
La chémérine est une protéine chémoattractante de 163 acides aminés exprimée dans 
différents tissus : le tissu adipeux mais également le foie, le rein, le pancréas et les organes 
génitaux. Elle est secrétée sous la forme d’un précurseur inactif, la prochémérine qui sera 
activée par clivage de sa partie carboxy-terminale par différentes enzymes (cathepsines, 
élastases) (213).  
La concentration plasmatique de la chémérine est aux alentours de 4 nM chez l’homme (214) 
(215); elle augmente de façon parallèle à l’indice de masse corporelle et sous l’influence de 
plusieurs cytokines pro-inflammatoires (216). Ainsi, la concentration circulante de chémérine 
est associée à l’obésité, au syndrome métabolique qui l’accompagne et à certaines maladies 
inflammatoires chroniques comme la polyarthrite rhumatoïde (217) (218) (219) (220). 
La chémérine peut se fixer sur trois récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés 
aux protéines G : CMKLR1 (chemokine like receptor 1, également appelé chemR23), GPR1 
(G protein-coupled receptor 1) et CCRL2 (C-C chemokine receptor-like 2) (221). La forme 
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majoritaire sur les cellules immunitaires (monocytes-macrophages principalement) et les 
adipocytes est le récepteur CMKLR1 (222). L’activation de ce récepteur mobilise le calcium 
intracellulaire et inhibe l’accumulation d’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) via une 
protéine G inhibitrice (Gi) ; elle induit également d’autres voies de signalisation en activant 
MAPK (mitogen activated protein kinase), ERK1/2 (extracellular regulated kinase 1/2) et 
P38, la PKB (protéine kinase B) dans les cellules musculaires lisses et endothéliales (223) 
(224) . Le récepteur GPR1 est surtout exprimé par des cellules du système nerveux (225) et 
CCRL2 fortement exprimé dans les cellules endothéliales pulmonaires pourrait réguler la 
biodisponibilité de la chémérine en la séquestrant (226).  
La chémérine et son récepteur CMKLR1 jouent un rôle important dans l’adipogenèse et 
l’homéostasie métabolique. In vitro, l’invalidation du gène codant la chémérine, ou de celui 
codant son récepteur CMKLR1 dans des préadipocytes ou adipocytes matures réduit 
l’expression du gène codant le transporteur de glucose GLUT4 ou celui codant la lipase 
hormono-sensible (222). Chez la souris, une invalidation du gène CMKLR1 entraîne une 
diminution de l’adiposité et une augmentation de l’intolérance au glucose (227). Chez 
l’homme ou la souris, le promoteur du gène de la chémérine contient des sites de liaison pour 
PPARg qui favorise l’adipogenèse (228). Chez l’homme, l’insuline augmente, ex vivo, 
l’expression de la chémérine dans des explants de tissus adipeux. In vivo, une 
hyperinsulinémie prolongée provoque une augmentation de la concentration de chémérine 
chez des individus sains (229). 
 
 
D. Adipokines et poumons 
 
1.  Leptine et poumon  
La leptine et son récepteur sont présents dans le système respiratoire et semblent jouer un rôle 
dans les principales affections pulmonaires : maladies bronchiques chroniques ou infections 
respiratoires. 
La leptine et son récepteur ont été identifiés sur des cellules épithéliales bronchiques, des 
pneumocytes de type II et des macrophages pulmonaires. Leur expression est augmentée chez 
les sujets fumeurs (230). La leptine est dosable dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire et 
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dans des crachats induits, sa concentration est proportionnelle à l’IMC et évolue de façon 
parallèle aux concentrations plasmatiques (231).  
Un rôle de la leptine dans la maturation pulmonaire a été suggéré. Elle est en effet exprimée 
par des pneumocytes II et lipofibroblastes fœtaux chez le rat et le lapin (232) (233). Des 
souris transgéniques inactivées pour le gène de la leptine présentent un défaut de maturation 
avec une diminution significative de la surface d’échange alvéolaire (234). L’ajout de leptine 
en anténatal chez le rat accélère la maturation et augmente la production de protéines du 
surfactant (235). 
Chez des sujets atteints de BPCO, le taux de leptine dans les crachats est corrélé à la sévérité 
de l’obstruction et à l’infiltration neutrophilique (236). Le marquage de la leptine et de son 
récepteur est augmenté dans la muqueuse de biopsies bronchiques de sujets BPCO, en 
corrélation avec l’inflammation et l’obstruction bronchiques (237).  
La perfusion de leptine exogène augmente l’hyperréactivité bronchique et le taux d’IgE chez 
des souris sensibilisées à l’ovalbumine après provocation à l’ovalbumine, sans augmenter le 
taux d’éosinophiles pulmonaires (238). Elle augmente l’inflammation pulmonaire dans un 
modèle murin exposé à l’ozone (239). Il existe des études contradictoires sur la corrélation 
entre les taux circulants et/ou pulmonaires de leptine et le développement d’un asthme. 
Cependant, une méta-analyse récente confirme que les taux sanguins de leptine sont plus 
élevés chez les sujets asthmatiques (240) ; cette association serait particulièrement robuste 
chez les femmes (241). Bruno et al. montraient que l’expression de la leptine et de son 
récepteur sur des biopsies bronchiques étaient diminuée chez des sujets adultes asthmatiques 
non contrôlés ; cette expression était inversement corrélée aux marqueurs de remodelage 
bronchique suggérant que ce dernier exercerait un rétrocontrôle négatif sur l’expression de 
leptine, notamment par le biais du facteur TGF-ß (242).  
Enfin, les souris ob/ob déficientes en leptine présentent une altération de leur survie après 
l'administration de Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae et Mycobacterium 
abscessus, suggérant que la leptine est nécessaire pour une défense anti-bactérienne efficace 
(121) (120), probablement par stimulation de la phagocytose et recrutement de polynucléaires 
au site de l’infection pulmonaire (243). 
2.  Adiponectine et poumon  
L’adiponectine et ses récepteurs sont également exprimés au sein du système respiratoire et 
pourraient jouer un rôle dans des pathologies respiratoires chroniques. 
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Miller et al. ont montré que l’adiponectine et AdipoR1 étaient exprimés par des cellules 
épithéliales bronchiques sur des coupes histologiques pulmonaires issues de patients atteints 
de BPCO mais pas chez des sujets sains (244). L’adiponectine est dosable dans le liquide de 
lavage bronchoalvéolaire (245) et les taux sont plus élevés chez les sujets BPCO (6.2±1.8 
ng/ml vs 3.3±0.6 ng/ml chez des témoins) (246). L’adiponectine et AdipoR1 sont exprimés 
par une lignée épithéliale alvéolaire pulmonaire A549, seulement après stimulation par le 
TNF (244), et par des cellules musculaires lisses bronchiques humaines (247). 
Nakanishi et al ont constaté que des souris transgéniques KO pour l’adiponectine présentaient 
des anomalies pulmonaires qui se rapprochent de celles de la BPCO et un dysfonctionnement 
endothélial, reversible après l'injection d’adiponectine exogène (248). D’autres travaux ont 
confirmé que des souris déficientes en adiponectine présentaient un phénotype pulmonaire 
d’emphysème avec dilatation des espaces aériens (249) ainsi que de l’hypertension 
pulmonaire associée à une inflammation périvasculaire (250). Par contre, dans un autre 
modèle de souris exposées au long cours à la fumée de cigarette, la déficience en adiponectine 
serait plutôt protectrice car associée à un moindre degré d’inflammation pulmonaire et à 
moins de dégâts parenchymateux, en particulier pour ce qui concerne l’élargissement des 
espaces alvéolaires, caractéristique de l’emphysème (251).  
L'obésité est associée au risque de développer un asthme et/ou un mauvais contrôle de 
l’asthme. Dans des études de population, des taux faibles d’adiponectine sériques seraient 
associés à un risque plus important de développer de l’asthme, du moins parmi les femmes 
(252). L’administration d’adiponectine recombinante dans un modèle de souris sensibilisées 
et exposées à l’ovalbumine par provocation bronchique, réduit significativement 
l’inflammation pulmonaire et l’hyperréactivité bronchique (253). Enfin, des taux sériques 
élevés d’adiponectine sont associés à la mortalité chez des sujets admis pour détresse 
respiratoire aigüe (254). 
L’effet de l’adiponectine au niveau pulmonaire pourrait dépendre de l’isoforme et donc des 
capacités de production in situ de cette frome d’adiponectine et/ou de la diffusion à partir du 
sang jusqu’au parenchyme pulmonaire des formes de plus ou moins haut poids moléculaire. 
Chez la souris, la forme de haut poids moléculaire prédomine dans le liquide de lavage 
broncho-alvéolaire et la T-cadhérine semble importante pour le transport de cette forme 
d’APN de la circulation vers le parenchyme pulmonaire (255). Chez l’homme, les 
concentrations d’adiponectine dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire ne sont pas 
corrélées à celles dans le sang (256). Cela pourrait s’expliquer également par des proportions 
  
 48 
différentes de chaque isoforme entre la circulation sanguine et le poumon, même si cette 
hypothèse n’a pas été encore démontrée. 
 
V. Macrophages et polarisation 
 
A. Définition et origine 
 
Les macrophages ont été décrits pour la première fois à la fin du XIX è siècle par le biologiste 
russe Metchnikoff comme des cellules mobiles capables de phagocyter des bactéries et de 
jouer un rôle important dans l’homéostasie tissulaire (257). Les macrophages sont présents 
dans tous les tissus de l’organisme. Ils sont essentiels pour la régulation immunitaire locale, 
jouent un rôle important dans le métabolisme et les phénomènes de réparation tissulaire. Leur 
morphologie et leur fonction varient en fonction du tissu dans lequel ils se trouvent, sous 
l’influence de nombreux facteurs de leur micro-environnement (258) 
On a initialement décrit ces cellules comme l’étape finale de différenciation de progéniteurs 
sanguins issus de la moelle osseuse. En effet, un progéniteur commun aux cellules myéloides 
et lymphoides CFU-ML (Coloning Forming Unit of Myeloid and Lymphoid cells) formé dans 
la moelle osseuse va se différencier sous l’influence de facteurs de croissance (GM-CSF, M-
CSF) et donner naissance à des monocytes capables de passer dans la circulation sanguine. 
Ces monocytes peuvent circuler dans le sang pendant 1 à 3 jours avant de mourir ou d’être 
recrutés dans un tissu sous l’influence de molécules chemoattractanctes. Cette migration vers 
le tissu se fait par diapédèse : reconnaissance de molécules d’adhésion et passage trans-
endothélial. Elle s’accompagne de modifications morphologiques et fonctionnelles 
importantes, comme par exemple le switch d’expression de récepteurs membranaires avec la 
perte de CCR2 (CC chemokine Receptor type 2) et l’augmentation de CCR1 et CCR5 (259). 
Le monocyte se différencie alors définitivement en macrophage ou cellule dendritique 
myéloïde. 
Cependant, des travaux plus récents ont prouvé que la moelle osseuse n’était pas la seule 
source de macrophages tissulaires mais qu’il existait un contingent de progéniteurs au sein de 
chaque tissu. Le programme international d’identification du génome The International 
Genome Project a mis en évidence une très grande diversité transcriptionnelle entre les 
différentes populations tissulaires de macrophages (260), préjugeant d’un long processus de 
spécialisation et probablement de progéniteurs déjà distincts. Il est reconnu qu’un certain 
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nombre de macrophages tissulaires ne dérivent pas de cellules souches hématopoïétiques mais 
de progéniteurs embryonnaires, déterminés avant la naissance et qui se maintiennent au cours 
de la vie (261) (262). Ces macrophages dits « résidents » seraient en effet capables de s’auto-
renouveler par prolifération sans perte de fonction, ce qui les rend indépendants des 
progéniteurs hématopoïétiques (263) (264). Ils se spécialisent en fonction du tissu dans lequel 
ils se trouvent (265).  
 
B. Fonctions des macrophages 
 
Les macrophages jouent un rôle primordial à la fois dans la défense antimicrobienne et 
l’homéostasie tissulaire.  La double nature des macrophages (protection de l'hôte et lutte 
contre les lésions tissulaires) est maintenue par de fins systèmes de régulation. La 
phagocytose, la clairance et la sécrétion de médiateurs par les macrophages contribuent aux 
défenses innées et adaptatives contre l'infection et soutiennent le processus d'inflammation ; 
les mêmes processus, mais avec des signaux sécrétés distincts, rétablissent l'homéostasie et 
favorisent la réparation tissulaire. 
Les macrophages représentent l’un des éléments clés de l’immunité innée. Ils reconnaissent, 
phagocytent et détruisent les pathogènes qu’ils rencontrent (virus, bactéries, parasites, 
champignons). Cette reconnaissance se fait par l’interaction entre des motifs moléculaires 
associés aux pathogènes, les PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern) et des 
récepteurs spécifiques les PRR (Pathogen Recognition Receptor) (266). Parmi ces PRR, 
certains sont associés à la membrane: on trouve les récepteurs Toll-Like (TLR), les récepteurs 
scavenger, les récepteurs au complément et les récepteurs de type lectine (266). Ils 
fonctionnent comme des récepteurs de surface (TLR1-2-4-5-6) ou au sein d’un endosome 
(TLR 3-7-9). D’autres sont situés dans le cytosol, les NLR (NOD (nucleotide-binding 
oligomerization domain)-like receptors), capables de reconnaître certains pathogènes à 
croissance intracellulaire, des particules virales ou encore des PAMPs internalisées dans des 
phagolysosomes (267). Ils vont induire la signalisation du NF-kB via le recrutement de la 
proteine RICK (receptor-interacting serine/threonine kinase) ou encore rendre fonctionnelle la 
structure multiprotéique inflammasome pour activer la caspase 1 (268).  
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Les PRR sont aussi capables de reconnaître des ligands endogènes, ce qui explique le rôle du 
macrophage dans la clairance de débris cellulaires et de cellules apoptotiques après un 
dommage tissulaire (269). L’activation des PRR va entrainer une cascade de réactions 
cellulaires au sein de la cellule : activation du cytosquelette, modification morphologique 
pour permettre l’internalisation des pathogènes/débris dans les vacuoles phagocytaires, 
sécrétion de médiateurs de l’inflammation (cytokines, chimiokines, espèces réactives de 
l’oxygène et de l’azote et métabolites lipidiques) (270).  
Les macrophages sont des cellules présentatrices d’antigènes et sont donc également 
impliqués dans la réaction immunitaire adaptative via leurs interactions avec les lymphocytes 
T et B (271) (272).  
Enfin, les macrophages sont les garants de l’homéostasie et de l’intégrité des tissus. Au sein 
d’un organe, ils interagissent avec les cellules non hématopoïétiques, permettent la résolution 
de l’inflammation pour limiter les dommages tissulaires et favorisent réparation et 
remodelage tissulaire (270).  
Cette dualité dans la fonction du macrophage entre rôle microbicide et immunorégulation est 
particulièrement bien illustrée en pathogénie dans le cas d’une maladie appelée 
Granulomatose Septique Chronique (CGD, chronic granulomatous disease). Il s’agit d’une 
maladie génétique touchant l’enzyme NADPH oxydase et responsable d’une dysfonction de 
l’ensemble des cellules granulocytaires. L’enzyme NADPH oxydase étant déficiente, la 
production de dérivés actifs de l’oxygène (ROS reactive oxygen species) est considérablement 
réduite. Ces radicaux libres de l’oxygène sont essentiels dans la réponse anti-infectieuse et 
immunomodulatrice des cellules phagocytaires. Ils permettent tout d’abord la destruction des 
pathogènes, soit par action directe microbicide, soit de façon indirecte par leur rôle de 
messager intracellulaire (273). Par ailleurs, les ROS jouent également un rôle 
immunomodulateur, organisant la résolution de l’inflammation générée par l’agression 
infectieuse, par la stimulation par exemple de Nrf2 (274), facteur de transcription inhibiteur 
de l’inflammasomme ou l’activation du facteur de transcription PPAR-γ impliqué dans la 
reconnaissance et la digestion des cellules apoptotiques (275). Les patients atteints de CGD 
présentent à la fois des infections sévères et répétées (liées à des bactéries et champignons 
principalement) mais également des manifestations inflammatoires chroniques en lien avec 
une activation non contrôlée des médiateurs inflammatoires.  
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Les macrophages présentent donc plusieurs facettes et leur phénotype peut encore varier à un 
autre niveau en fonction du tissu dans lequel ils résident. Ils peuvent en effet acquérir une 
spécialité fonctionnelle et sont souvent décrits en sous-populations en fonction de leur 
localisation anatomique (Figure 17). 
 
Figure 17. Propriétés des sous-populations de macrophages en fonction de leur localisation 
anatomique. D’après Murray et al., nature reviews immunology, 2011. 
 
C. Les macrophages pulmonaires 
Les macrophages pulmonaires ont pour particularité d’être en contact direct avec le milieu 
extérieur et jouent à ce titre un rôle clé dans la défense contre les agressions extérieures.  
1. Origine 
On distingue trois sous-populations, en fonction de leur localisation au sein du tissu 
pulmonaire : 1) Les macrophages alvéolaires sont présents à la surface des alvéoles 
pulmonaires et sont directement exposés aux particules inhalées. 2) Les macrophages 
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tissulaires résidents, situés dans l’espace entre l’épithélium alvéolaire et l’endothélium 
vasculaire. 3) Les macrophages intravasculaires présents au niveau de l'endothélium des 
capillaires sanguins. 
A nouveau, deux théories ont été proposées sur l'origine des macrophages pulmonaires, deux 
mécanismes différents mais probablement complémentaires. La première suggère que les 
macrophages pulmonaires dérivent d’un précurseur médullaire, les monocytes sanguins étant 
chémoattractés vers le tissu pulmonaire. L’interstitium pulmonaire produit un environnement 
favorable à la maturation des monocytes sanguins en macrophages interstitiels qui servent de 
stade intermédiaire avant leur différenciation en macrophages alvéolaires. Les macrophages 
alvéolaires sont ainsi considérés comme le stade terminal de différenciation des monocytes 
sanguins au niveau pulmonaire (276). La deuxième théorie suppose que les macrophages 
pulmonaires dérivent d’un précurseur embryonnaire et que le pool de macrophages préformés 
avant la naissance est capable de s’auto-renouveler. Cette théorie s’est développée à partir des 
années 1980, lorsque l’on a amélioré les techniques permettant d’isoler et de caractériser les 
macrophages à partir de différentes parties du tissu. On a alors identifié clairement des sous-
populations qui différent par leurs marqueurs membranaires, leur production de cytokines, 
leurs fonctions biologiques, leur capacité de renouvellement (277) (278) (279). Dès 1986, une 
réplication in situ des macrophages pulmonaires est observée dans un modèle d'inflammation 
au carbone chez des souris déplétées en monocytes (280). En 2016, Tan et Krasnow ont 
étudié le développement des macrophages pulmonaires dans un modèle murin (281). Ils ont 
utilisé des souris transgéniques Runx1CreER exprimant la recombinase Cre inductible au 
tamoxifène sous contrôle du promoteur Runx1 qui est exprimé dans les cellules 
hématopoïétiques primitives situées exclusivement dans le sac embryonnaire. Ils ont prouvé 
qu'un sous-ensemble de pré-macrophages dérivés du sac vitellin ensemence le poumon tôt 
dans le stade embryonnaire et persistent sous la forme de macrophages interstitiels 
« primitifs » dans le sous-mésothélium et en péri-vasculaire chez les adultes. En outre, ils ont 
identifié une vague supplémentaire après la naissance qui donnent lieu à des macrophages 
interstitiels «définitifs» localisés de façon plus diffuse dans le parenchyme pulmonaire et  
censés provenir de la moelle osseuse (281). Les macrophages alvéolaires, identifiés par un 
marqueur membranaire distinct, prennent leur source également pendant le stade 
embryonnaire mais à partir d’un autre précurseur issu probablement du foie fœtal (282).  
Les macrophages alvéolaires, comme la plupart des tissus d'origine embryonnaire peuvent 
s'auto-renouveler tout au long la vie avec une contribution minimale des monocytes circulants 
(282) (283). Dans le cas des macrophages interstitiels, des études de parabiose ont suggéré 
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qu'ils sont, au moins en partie, renouvelés par des monocytes sanguins chez les adultes. Tan et 
Krasnow ont utilisé pendant 4 mois des souris de type sauvage en parabiose avec des souris 
exprimant de façon ubiquitaire la protéine fluorescente GFP. Dans les poumons des souris 
WT, 17% des macrophages interstitiels étaient marqués GFP+, démontrant que des 
précurseurs circulants peuvent maintenir le pool de macrophages chez l’adulte, même si cela 
ne représente qu’une fraction des macrophages interstitiels (281). Ce phénomène parait 
d’autant plus important en situation de stress local.  
Au final, on admet actuellement qu’il existe plusieurs sous-populations de macrophages au 
sein du tissu pulmonaire (alvéolaires/interstitiels), que les macrophages dérivent 
principalement de précurseurs embryonnaires, qu’ils possèdent une capacité d’auto-
renouvèlement mais que les monocytes dérivés de la moelle osseuse peuvent renouveler une 
partie du pool des macrophages interstitiels (284). 
2. Fonction 
Le système respiratoire est la plus grande surface d’échange du corps humain avec le monde 
extérieur. De par leur localisation, les macrophages pulmonaires sont constamment exposés 
aux agents exogènes (agent microbien, particule allergénique ou issue de la pollution 
atmosphérique,…). Ils participent intensivement aux défenses antimicrobiennes par leurs 
activités de phagocytose mais également leur production de médiateurs de l’inflammation 
comme les cytokines, les chimiokines, les facteurs de croissance, les métabolites lipidiques et 
les espèces réactives de l'oxygène. Les macrophages pulmonaires interagissent avec leur 
environnement via l'expression de nombreux récepteurs membranaires, y compris les PPR, les 
récepteurs aux cytokines, les récepteurs aux fragments constants des immunoglobulines et au 
complément pour les particules opsonisées (285). 
Par contre, il existe une hétérogénéité fonctionnelle entre les macrophages alvéolaires et 
interstitiels. En tant que première ligne de défense, les macrophages alvéolaires ont une 
activité microbicide, enzymatique, phagocytaire et métabolique qui apparait nettement plus 
intense que les macrophages interstitiels (278). A l’inverse, les macrophages interstitiels 
présenteraient un profil plus immunotolérant, par notamment leur capacité de production 
d’IL-10 (286) (287) et un rôle de cellule présentatrice d’antigène plus important (288).  
Dans tous les cas, ces cellules ont une grande plasticité et sont en constante interaction avec 
leur microenvironnement, ce qui détermine leur état d’activation ou polarisation.  
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D. La polarisation des macrophages 
1. Concept de la polarisation 
 
Le terme « polarisation » a été introduit en 1986 par Mosmann et al pour décrire deux sous-
populations de lymphocytes helper murins, Th1 et Th2 en fonction du stimulus rencontré lors 
de leur activation (289). Cette distinction se base sur un profil différent de sécrétion de 
cytokines que sont principalement : l’Interféron-γ (IFN-γ) et pour le profil Th1 et 
l’Interleukine-4 (IL-4) pour le profil Th2. L’existence de ces profils a été confirmée chez 
l’homme au début des années 1990 (290). La réponse immunitaire de ces deux profils est 
fondamentalement opposée, la polarisation Th1 menant à une « réponse à médiation 
cellulaire» avec activation des lymphocytes T cytotoxiques et des macrophages, alors que la 
polarisation Th2 est associée à une « réponse à médiation humorale » impliquant l’activation 
des lymphocytes B et la production d’anticorps (291). La première est importante pour la 
destruction de pathogènes intracellulaires et l’autoimmunité spécifique d’organe alors que la 
seconde est plus impliquée dans la réponse aux infections par helminthes et les réactions 
allergiques par la production d’IgE et de cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5,…) (292). 
Quelques années plus tard, cette dichotomie Th1/Th2 s’est vue appliquée aux macrophages. 
En 1992, Stein et al. montre pour la première fois que l’IL-4 active les macrophages de souris 
d’une façon différente de l’IFN-γ, en induisant l’expression des récepteurs au mannose de 
type 1 (MRC1 ou CD206) et en diminuant la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire TNF-
α (293).  
En 2000, Mills et al. montraient que des macrophages murins stimulés par l’IFN-γ et ceux 
stimulés par IL-4 ne se comportaient pas de la même façon, notamment en ce qui concerne 
leur production de NO ou ornithine. Par contre, elle influençait ensuite différemment la 
réponse inflammatoire des lymphocytes Th via une augmentation respective de la production 
d’IFN-γ ou de TGF-β (294). Induisant des réponses lymphocytaires opposées Th1/Th2, cette 
différence entre sous-populations de macrophages a été nommée de la même façon : 
« polarisation M1/M2 » (294).  
Plusieurs équipes se sont attachées à décrire et caractériser ces états de polarisation des 
macrophages, qui diffèrent en fonction des stimuli d’activation, de leur production de 
cytokines-chemokines, de l’expression de facteurs de transcription ou de marqueurs 
membranaires, de leur métabolisme d’acides aminées (295) (296) (297). Les macrophages M1 
sont dits « pro-inflammatoires » alors que les macrophages M2 sont qualifiés 
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« d’immunorégulateurs ». Chacun de ces deux groupes peut être subdivisé en plusieurs 
catégories en fonction des acteurs ayant favorisé leur état de polarisation et des voies de 
signalisation induites (298) (299). 
Cependant, même si la dichotomie M1/M2 est utile pour décrire les modifications 
immunologiques en pathologie, il est important de souligner que ces états d’activation sont 
réversibles. Le terme de polarisation devrait plutôt décrire un continuum d’états d’activation 
qui varie en fonction des modifications du microenvironnement dans lequel se trouve le 
macrophage.  
 
2. Agents inducteurs d’une polarisation M1/M2 des macrophages 
Agents polarisants M1 
 
Ø Le lipopolysaccharide (LPS) 
Le phénotype M1 peut être induit par l’activation des récepteurs TLRs. Le lipopolysaccharide 
(LPS), composant de la paroi des bactéries à Gram négatif et agoniste du TLR4, est considéré 
comme un des principaux inducteurs de la polarisation de type M1 (296) (300) (301). Le LPS 
se fixe à la protéine plasmatique LBP (LPS Binding Protein) reconnue par le CD14 sur la 
membrane des macrophages. Ce complexe, une fois formé, interagit avec le TLR4 pour 
activer la voie de signalisation MyD88 (Myeloid Differenciation primary response gene 88) 
dépendante. La stimulation de cette voie conduit à l’activation du facteur de transcription 
nucléaire NF-κB (Nuclear Factor kappaB) et du facteur de transcription AP-1 (Activator 
Protein-1) permettant l’expression de nombreux gènes pro-inflammatoires (302). L’activation 
du facteur de transcription NF-κB induit l’expression du gène SOCS3 (Supressor Of Cytokine 
Signaling), un facteur inhibiteur du facteur de transcription STAT3 (Signal Transducers and 
Activators of Transcription 3), lui-même impliqué dans la polarisation M2 des macrophages 
(303). Une autre voie de signalisation est dite « MyD88-indépendante », interagit avec le 
domaine TRIF (TIR domain-containing adapter-inducing Interferon-β) pour aboutir à 
l’activation des IRF (Interferon Regulator Factor) et induire l’expression puis la sécrétion 
d’IFN-β. Une augmentation de l’expression du facteur de transcription IRF5 est observée 
dans les macrophages dérivés de monocytes humains polarisés M1 et est impliquée dans la 
production de cytokines pro-inflammatoires (304). L’IFN-β, interféron de classe I, va agir de 
façon autocrine sur le macrophage en se fixant sur son récepteur composé des deux sous-
unités, IFN-R1 et IFN-R2, et présent à la surface des macrophages dérivés de monocytes 
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humains. Il en résulte une activation des kinases Jak1 et Tyk2 (Tyrosine Kinase 2) et la 
phosphorylation des facteurs de transcription STAT1 et STAT2. Ces facteurs de transcription 
s’associent à l’IRF9 pour former un complexe qui régule de nombreux gènes (Figure 18). 
 
 
 
Ø Interféron-g (IFN-γ) 
 L’IFN-γ est un IFN de classe II produit essentiellement par les lymphocytes Th1, 
lymphocytes cytotoxiques ainsi que les cellules Natural Killer mais peut être également 
produit par des macrophages dans certains cas d’infection, comme l’infection respiratoire à 
mycobacterie (305). En réponse à l’IFN-γ, les macrophages vont produire de l’IL-12 qui va 
recruter et activer des lymphocytes Th1, à l’origine d’une boucle d’autoactivation (306).  
L’IFN-γ se fixe sur son récepteur IFN-γR, composé de deux chaînes IFN-γR1 et IFN-γR2 
associées aux Janus-Kinases 1 (Jak1) et Jak2. Il en résulte la phosphorylation et 
l’homodimérisation de STAT1 qui va induire la transcription de divers gènes impliqués dans 
les fonctions pro-inflammatoires des macrophages (307). Le facteur de transcription STAT1 
induit également l’expression du facteur SOCS3 qui va limiter la polarisation M2 (Figure 18). 
Il peut exister une synergie entre les différents agents inducteurs du phénotype M1 (308).  
L’IFN-γ sensibilise les macrophages à un second signal par du LPS. Ce « priming » peut 
passer par une augmentation de l’expression des TLR4 (308), une augmentation de 
production de l’IFN-β ou de son récepteur IFN-βR (309). A l’inverse, le LPS sensibilise la 
réponse à l’IFN-γ par le croisement de voies de signalisation communes entre les signaux IFN 
de classe I (IFN-β) et II (IFN-γ), notamment la phosphorylation de STAT1 (309). On 
considère donc que la stimulation concomittante par LPS et IFN-γ induit un-sous type 
spécifique de polarisation M1.  
 
Agents polarisants M2 
 
Ø Les interleukines Th2 (IL-4 et IL-13) 
L’IL-4 et IL-13 sont des cytokines produites par des lymphocytes Th2 au cours de la réponse 
immunitaire de type allergique ou parasitaire. Elles ont également un rôle majeur dans 
l’induction de la polarisation M2 des macrophages.  
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Elles interagissent avec deux types de récepteurs hétérodimériques. Le récepteur de type I 
formé de deux sous-unités transmembranaires: IL-4Rα et IL-4Rγ et le récepteur de type II 
formé des sous-unités IL-4Rα et IL-13Rα1 (310). Les récepteurs de type I sont 
majoritairement exprimés par les cellules hématopoïétiques. L’IL-4 interagit avec les 
récepteurs de type I et II alors que l’IL-13 interagit uniquement avec les récepteurs de type II 
ainsi que son récepteur leurre IL-13Rα2 (forme soluble qui lie l’IL-13 avec une forte affinité 
et le séquestre).  Dans les macrophages dérivés de monocytes humains, tout comme dans les 
macrophages pulmonaires humains, les chaines constitutives des deux types de sont 
exprimées (données UPRES EA 220). L’activation du récepteur de type I entraîne l'activation 
des kinases JAK1/2/3 et la phosphorylation des facteurs de transcription STAT6/STAT3 et 
IRS-2, tandis que la signalisation via le récepteur de type II active principalement STAT6. La 
signalisation IL-4 active également PI3-K et AKT (311). IL-4 est le principal agent induisant 
au sein du macrophage l’expression des gènes de la polarisation M2, appelée autrefois 
« polarisation alternative » (312). Parmi ceux-ci, la protéine SOCS1 est impliquée dans la 
régulation négative de la polarisation M1 (313) (Figure 18).  
Enfin, les voies de signalisation de l’IL-4 et l’IL-13 interagissent également, par le biais du 
facteur STAT6, avec les récepteurs nucléaires de la famille des PPAR qui régulent la 
transcription d’une grande partie des gènes impliqués dans la polarisation M2 (314) (315). 
Ø Autres agents polarisants M2 
D’autres agents polarisants ont été décrits comme pouvant induire un état d’activation qu’on 
appelait « macrophages régulateurs M2b et M2c ». Cette appellation pouvait induire des 
erreurs dans l’interprétation de leurs fonctions. On préfère maintenant les catégoriser plus 
simplement en fonction de l’agent polarisant en jeu (299) : 
- M(IL10) induit par la cytokine IL-10 : L’expression du récepteur à l’IL-10 (IL-10R) a 
été mise en évidence sur les macrophages alvéolaires chez l’Homme (316). Ce 
récepteur est couplé à la kinase Jak1 qui phosphoryle et active le facteur de 
transcription STAT3 qui va inhiber NF-κB et l’expression de cytokines pro-
inflammatoires (317). L’IL-10 induit également l’expression du microARN-146b 
responsable de l’inhibition de la voie de signalisation du TLR4 (318).  
- M(Ic) induit par des complexes immuns : des complexes antigène-immunoglobuline G 
(IgG) interagissent avec les récepteurs au fragment constant (Fc) des IgG (FcγR), 
exprimés à la membrane des macrophages. Ils peuvent agir en tant que co-signal, en 
association avec Il-1β ou LPS (297) 
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- M(TGF-β) induit par le TGF-β : le TGF-β libéré au cours des processus de réparation 
tissulaire. Le TGF-β interagit avec son récepteur hétérodimère formé des sous-unités 
TGF-βR1 et TGF-βR2. La signalisation intracellulaire passe par les facteurs de 
transcription Smad ou par l’activation des MAPkinases ou PI3K kinases, qui vont 
réguler négativement le NF-kB (319) 
Enfin d’autres molécules peuvent encore agir comme des inducteurs accessoires de 
polarisation M2, à l’instar des prostaglandines ou des glucocorticoides.  
 
Figure 18. Voies de signalisation des principaux agents polarisants M1/M2 des macrophages. Daprès 
Sica et al. journal of clinical investigation 2012 (314) 
 
L'équilibre entre l'activation de STAT1 et STAT3 / STAT6 régule finement la polarisation et 
l'activité des macrophages. Une prédominance de l'activation de NF-κB et de STAT1 favorise 
la polarisation M1 des macrophages, entraînant des fonctions cytotoxiques et inflammatoires. 
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En revanche, une prédominance de l'activation de STAT3 et de STAT6 entraîne une 
polarisation M2 des macrophages, associée plus classiquement à l’immunotolérance, la 
réparation tissulaire et à la progression tumorale.  
 
 
3. Marqueurs de polarisation M1/M2 des macrophages 
En réponse aux agents inducteurs de la polarisation définis précédemment, les macrophages 
vont modifier leur fonctionnement. Ceci se retrouve dans le type de marqueurs de surface 
qu’ils expriment, dans leur profil de production des médiateurs de l’inflammation (cytokines, 
chimiokines, agents microbicides, métabolites lipidiques) ainsi que dans leurs activités 
enzymatiques et phagocytaires. 
De nombreuses études se sont intéressées à l’identification des marqueurs de la polarisation 
des macrophages dans différents modèles :  macrophages murins, monocytes circulants et de 
macrophages dérivés de monocytes humains, macrophages tissulaires (294) (320) (296) (321) 
(322). Même s’il existe des constantes, certains résultats peuvent être variables en fonction du 
modèle et des techniques d’étude. Il existe par exemple des divergences claires inter-espèces 
entre les macrophages murins et les macrophages dérivés de monocytes humains (313). Les 
macrophages tissulaires et ceux dérivés de monocytes circulants présentent des 
caractéristiques différentes (323). Notre équipe au sein de l’UPRES EA220 a récemment 
montré par exemple que les macrophages pulmonaires humains différaient des macrophages 
dérivés de monocytes sanguins en ce qui concerne l’effet des agonistes β2-adrénergiques et 
l’expression de leurs récepteurs (324). Gundra et al. ont montré (chez la souris) que des 
macrophages dérivés de monocytes et des macrophages tissulaires différaient en terme de 
marqueurs de polarisation M2 après une même stimulation par de l’IL-4 (325) 
Chez l’homme, il existe également une grande hétérogénéité phénotypique entre macrophages 
résidents de différents organes (270). Enfin, le modèle expérimental utilisé peut également 
influencer le phénotype macrophagique observé.  
L’ensemble de ces considérations peut expliquer les différences dans les marqueurs de 
polarisation publiés dans différentes études. Au sein du laboratoire UPRES EA 220, nous 
avons mené une étude afin de caractériser les marqueurs associés à la polarisation des 
macrophages pulmonaires humains. Les macrophages étaient issus d’explants de parenchyme 
de sujets opérés pour un cancer pulmonaire et ils étaient cultivés pendant 24h avant d’être 
traités soit par du LPS (induisant le phénotype M1), soit par de l’IL-4 ou IL-13 (induisant le 
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phénotype M2). Après 24h de stimulation, il a été réalisé à la fois une analyse 
transcriptomique (screening par puce microarray et RT-qPCR) et protéomique (se concentrant 
sur le relargage de cytokines-chimiokines). Cette étude non publiée révèle des différences 
majeures entre les macrophages exposés au LPS et à l’IL-4.  
Le tableau ci-dessous résume les principaux marqueurs associés aux différents états 
d’activation des macrophages chez l’homme (macrophages dérivés de monocytes et 
macrophages tissulaires) publiés dans la littérature. Ces marqueurs appartiennent à différentes 
catégories de molécules : marqueurs membranaires, cytokines, chimiokines, En rouge sont 
indiqués les marqueurs identifiés dans notre laboratoire sur les macrophages pulmonaires 
humains. 
 
 
M(IL4) M(Ic) M(IL-10) M(TGFb) M(LPS) M(LPS+IFNy) M(IFNy)
Facteurs	de	
transcription
STAT6
IRF4
SOCS1
STAT3 SMAD2 STAT1
IRF5
SOCS3
STAT1
IRF5
STAT1
IRF5
Cytokines IL-10
IL-6
IL-10 TNFa
IL-6
IL-1β	
IL23
TNF
IL-6
IL-12
Chimiokines CCL13,17,18
CCL22,23,24,26
CCL1 CCL16,18
CXCL13
CCL2,3,4,5,8,15,19,20,24
CXCL1,2,3,5,8,9,10,	11,13,16
Récepteurs	
membranaires
récepteur au	
mannose	CD206
MRC1
CD36
CD200R
MRC1
CD16,	32,	163
CD16,	32,	163 CD38
CD197	
Marco
CD16,	32,	64
CD80
Marco
CD16, 32,	64
CD80
Médiateurs	
lipidiques
HPGDS
15LOX1
ALOX5 COX2
PGE2
15LOX2
Autres TGFb TGFb IDO1
NADPHox
IDO1 IDO1
 
Tableau 2. Principaux marqueurs de polarisation M1/M2. 
Tableau résumant les publications sur les macrophages humains + travaux de l’équipe  
UPRES EA 220 sur des macrophages pulmonaires humains. 
 
Ø Facteurs de transcription  
Chaque état de polarisation s’accompagne d’une augmentation de l’expression des facteurs de 
transcription impliqués dans la signalisation du stimulus en jeu et de facteurs de transcription 
qui vont limiter la polarisation alterne. Par exemple, la signalisation du LPS via le TLR4 et la 
production d’IFN-β va induire la transcription de STAT1 et IRF5 qui contrôlent la 
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transcription de cytokines pro-inflammatoires mais également de SOCS3 qui inhibe la voie de 
polarisation M2 
 
Ø Chimiokines 
La polarisation M1 des macrophages dérivés de monocytes humains par le LPS et/ou l’IFN-γ 
est caractérisée par une augmentation de l’expression des chimiokines de type CC que sont 
CCL2, 3, 4, 5, 8, 15, 19, 20 et de type CXC que sont CXCL1, 2, 3, 5, 8, 9, 10, 11, 13, 16 
(296) (320). Ces chimiokines sont impliquées dans le recrutement des lymphocytes Th1, 
lymphocytes cytotoxiques, Natural Killer, neutrophiles et monocytes.  
La polarisation M2 des macrophages dérivés de monocytes humains par l’IL-4 et l’IL-13 
induit un profil plus restreint de sécrétion de chimiokines spécifique de type CC que sont 
CCL13, 17, 18, 22, 23, 24 et 26 (303) (326) (313). Ces chimiokines sont impliquées dans le 
recrutement des lymphocytes Th2, lymphocytes T régulateurs (Treg), éosinophiles et 
basophiles.  
Les monocytes M2b stimulés par le LPS et IgG secrètent CCL1 qui recrute des lymphocytes 
Treg, des cellules dendritiques immatures et des monocytes (327). La stimulation des 
monocytes par l’IL-10, le TGF-β et par les glucocorticoïdes induit l’expression des 
chimiokines CCL16, CCL18 et CXCL13 (296) (326) qui oriente la réponse immunitaire 
adaptative en recrutant les lymphocytes B.  
 
Ø Cytokines 
L’activation du TLR4 par le LPS induit la sécrétion de nombreuses cytokines pro- 
inflammatoires telles que TNF-α, IL-1β, l’IL-6 et l’IL-23 qui participent à l’activité 
microbicide des macrophages (326) (297).  
La stimulation des macrophages dérivés de monocytes humains par de l’IFNγ entraine une 
production d’IL-12 (328). Cette production d’IL-12 participe à l’entretien de la polarisation 
M1 via l’activation des lymphocytes Th1 producteurs d’IFNγ. C’est une cytokine essentielle 
dans l’immunité spécifique contre les mycobactéries. 
A l’inverse, lors d’une polarisation M2, la production de ces cytokines pro-inflammatoires est 
réprimée (296) (297). L’expression du TGF-β est augmentée dans les macrophages dérivés de 
monocytes humains stimulés par de l’IL-4 et IL-13 (328) ; il va contribuer à la régénération 
tissulaire en induisant la différentiation des fibroblastes en myofibroblastes et la production de 
collagène (329).  
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Les macrophages co-stimulés par le LPS et les complexes immuns produisent à la fois des 
cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, l’IL-1 et l’IL-6) et des taux élevés d’IL-10, cytokine 
anti-inflammatoire (330).  Il faut toutefois noter que dans les expériences réalisées à l’UPRES  
EA 220, et contrairement aux résultats sur MDM, les macrophages pulmonaires humains ne 
produisent pas d’IL-10. 
La stimulation par IL-10, TGF-β et les glucocorticoïdes est également responsable de 
l’inhibition de l’expression des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12) 
(331). 
 
Ø Récepteurs membranaires  
Les macrophages polarisés de type M1 par le LPS et/ou l’IFN-γ expriment les récepteurs 
TLRs comme le TLR4 et son co-récepteur le CD14 ainsi que des récepteurs impliqués dans la 
l’opsonisation des pathogènes : les récepteurs au fragment constant des immunoglobulines 
FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) et FcγRIII (CD16) et le  récepteur scavenger de type A, 
MARCO (Macrophage Receptor with Collagenous Structure) (332). La stimulation de MDM 
humains par de IFNγ induit spécifiquement l’expression du CD80, molécule de co-stimulation 
impliquée dans la présentation antigénique (333). 
L’IL-4, l’IL-13 et l’IL-10 induisent fortement l’expression de MRC1, impliqué dans la 
reconnaissance et la phagocytose de certains pathogènes (293).  L’IL-4 entraîne également 
l’expression des récepteurs de type lectines, comme la Dectin-1, impliqués dans la 
reconnaissance de pathogènes, l’expression du récepteur scavenger de type B, le CD36 qui 
participe à la reconnaissance et l’internalisation des lipoprotéines de faible densité (Low 
Density Lipoprotein, LDL) (334) et le récepteur CD200R qui induit une signalisation anti-
inflammatoire (333) (335). 
 
Ø Production de médiateurs lipidiques 
Lors d’un phénomène inflammatoire, le catabolisme de l’acide arachidonique comprend 
plusieurs étapes d’oxydation menant à la formation d’eicosanoïdes selon deux voies 
différentes : celle des cyclooxygénases et celle des lipoxygénases (Figure 19). La sécrétion de 
ces médiateurs et l’expression des enzymes impliquées dans leur production sont 
significativement modifiées au cours des processus de polarisation des macrophages. 
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Figure 19:  Les voies métaboliques de l’acide arachidonique. 
Schéma reproduit avec l’accord de C. Abrial, UPRES EA220. 
 
L’état de polarisation M1 est associé à l’expression de la cyclooxygénase de type 2 COX2 et à 
la production de prostaglandines PGE2 (336) (337). La PGE2 va alors jouer alors un rôle de 
rétrocontrôle négatif de l’inflammation en inhibant la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires, limitant la phagocytose et l’activité de la NAPH oxydase (338) (339). 
La voie des lipoxygénases mène à la production de leucotriènes et lipoxines à partir de l’acide 
arachidonique. La 5-lipoxygénase (5-LOX) est responsable de la synthèse des leucotriènes 
impliqués dans l’amplification du signal inflammatoire du LPS (339). L’expression de la 5-
LOX et la production des leucotriènes est diminuée dans des monocytes humains polarisés 
M2 (340).  
La 15-lipoxygénase mène à la synthèse de lipoxines et existe sous deux isoformes : 15-LOX-1 
et 15-LOX-2. Elles sont différemment exprimées en fonction de l’état de polarisation 
macrophagique, la 15-LOX-2 étant associée au phénotype M1 induit par le LPS alors que la 
15-LOX-1 est exprimée dans les macrophages M2 stimulés par IL-4/IL-13 (341). Les 
lipoxines sont des médiateurs essentiels dans la résolution des processus inflammatoires. Elles 
constituent un signal d’arrêt du recrutement des polynucléaires neutrophiles. Elles favorisent 
l’élimination des cellules apoptotiques, la transition du phénotype M1 des macrophages vers 
un phénotype M2 avec production de TGF-β et d’autres médiateurs lipidiques comme les 
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résolvines et les protectines (342). Une augmentation des concentrations en lipoxines et 
résolvines est observée dans les macrophages dérivés de monocytes humains polarisés M2a 
par IL-4 (340).   
   
 
E. Plasticité du macrophage 
 
Les macrophages sont donc extrêmement hétérogènes et leur phénotype varie en fonction de 
leur environnement, selon leur localisation dans le corps humain et les processus 
physiopathologiques en jeu.  
La dichotomie M1/M2 est utile pour décrire les sous-populations de macrophages en 
association aux pathologies mais le macrophage peut varier sur un large spectre d’états 
d’activation. On sait également que ce processus est réversible. Finalement, la polarisation 
des macrophages devrait etre considérée comme processus dynamique au cours duquel le 
phénotype de la cellule peut varier de façon continue sur une large palette (301) (Figure 20).  
Activation	«classique»	pro-inflammatoire
Réparation	/	Remodelage	
tissulaire
Anti-inflammatoire
Immunorégulation
 
Figure 20. Spectres d’états d’activation des macrophages 
Le phénotype des macrophages varie en changeant de couleurs/marqueurs d’activation sur 
une large palette. Représentation graphique issue de Mosser et al. Nat rev immunol 2008  
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Cette flexibilité rend compte de la double fonction du macrophage : protection d’un système 
contre les agressions extérieures et contribution à l’intégrité tissulaire par résolution de 
l’inflammation (343). 
Après une agression (lésion tissulaire, infection…), les macrophages arrivent au site de 
l’aggression par la circulation sanguine locale via la diapédèse ou par recrutement des 
macrophages tissulaires résidents. Initialement, le milieu inflammatoire conduit les 
macrophages vers la polarisation M1 aux propriétés microbicides et vont activer la réponse 
lymphocytaire Th1. Dans la phase inflammatoire tardive, le changement du 
microenvironnement et le processus d'efferocytose vont conduire les macrophages M1 vers la 
polarisation M2. Les macrophages M2 vont orchestrer la résolution de l’inflammation par 
l’inhibition de la sécrétion des cytokines inflammatoires et la réparation tissulaire par la 
production de médiateurs ilpliqués dans la réparation de la matrice extra cellulaire (344).  
 
Efferocytose
Médiateurs	lipidiques
Cytokines
miRNA
TLR4
LPS
Pathogène
TLR3
Poly-IC
M1 M2
ROS
Microbicidie
IL-12
TNF-α
IL-6
Lymphocyte	Th1
IFNγ
1ère phase	inflammatoire	
précoce
M0
Vaisseau
sanguin 2ème phase	inflammatoire	
tardive
Cellule
apoptotique
Efferocytose
FcγR
LB
CD80
LTh2
IL4
↘	ROS
↘	Microbicidie
IL-10
PGE2
Lipoxines
Resoluines
TGFβ
Médiateurs	anti-inflammatoires
Remodelage
Réparation	tissulaire
 
Figure 21. Schéma représentant les modifications de polarisation des macrophages au cours 
d’un processus inflammatoire. 
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Sur un même site, plusieurs états d’activation sont présents à des temps différents du 
processus (phase précoce/tardive). Il est plus probable que les macrophages M2 de la phase 
tardive dérivent des mêmes macrophages qui étaient présents sous la forme M1 à la phase 
aigüe plutôt que des vagues successives de recrutement de macrophages distincts à différents 
temps. Ces modifcations sont permises grace à la plasticité cellulaire des macrophages.  
 
 
Il a été discuté  de savoir si les macrophages M2 prédominants  pendant la phase de réparation 
étaient dérivés d'un sous-ensemble de monocytes recrutés au cours d’une seconde vague sur le 
site lésionnel ou s’ils dérivaient des macrophages M1 initialement présents et qui avaient 
changé de phénotype.   
Dans les travaux de Porcheray et al. et Xu et al., une même population de macrophages 
humains a été soumise successivement à des stimuli opposés. Ils ont montré que l’état 
d’activation de cette même population était rapidement et complètement réversible, en terme à 
la fois de morphologie, d’expression de marqueurs membranaires ou de production de 
cytokines (345) (346). Ces travaux suggèrent qu'un macrophage pourrait participer 
séquentiellement à la fois à l'induction et à la résolution de l'inflammation. 
Le signal induit par l’efferocytose et la production subséquente des médiateurs lipidiques 
(PGE2, lipoxines, résolvines) semble essentiel pour le passage d'un phénotype pro-
inflammatoire à un phénotype anti-inflammatoire. Ce phénomène est facilité en modifiant le 
miARN intracellulaire non codant dont l’expression est induite par l’efferocytose (347). Dans 
un contexte de diabète, le blocage de l’efferocytose empêche les macrophages polarisés M1 
de changer de phénotype, même en cas de modification de leur environnement (348).  
 
 
F. Polarisation des macrophages et pathologie 
 
1. Polarisation des macrophages et infection 
Les stimuli microbiens comme le LPS induisent une polarisation des macrophages en un 
phénotype M1. Ceux ci sont des effecteurs clés de la réponse de l'hôte contre les pathogènes 
bactériens. Ils soutiennent une production robuste de dérivés de l’oxygène et ont une 
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puissante fonction cytotoxique contre les cellules infectées (349) (350). De façon intéressante, 
certaines bactéries comme Mycobacterium tuberculosis pourraient échapper à cette réponse 
immunitaire cellulaire en déviant la polarisation des macrophages vers un phénotype M2 au 
sein de la structure immunotolérante qu’est le granulome (351). Il a en effet été montré, dans 
un modèle de granulome tuberculeux in vitro, que la polarisation des macrophages déviait au 
cours du temps d’un phénotype M1 vers un phénotype M2 (352). Ceci favorise la survie et la 
croissance bactérienne à l’intérieur du macrophage en bloquant la maturation du phagosome.   
En ce qui concerne la réponse anti-virale, la polarisation des macrophages vers le phénotype 
M1 est essentielle, principalement à la phase précoce de l’infection. Le switch ultérieur vers 
un phénotype M2 permet de réduire les dommages tissulaires , comme dans le cas des 
bronchiolites induites par le virus syncytial qui peuvent générer des lésions épithéliales 
pulmonaires sévères.  
Dans le cas du virus d’immmunodéficience humaine (VIH), la polarisation des macrophages 
joue un rôle important aux différents stades de l’infection (353). L’infection VIH chronique 
est en effet plutot associée à une polarisation de type M2. Ceci va de pair avec un 
dysfonctionnement des cellules monocytaires (défaut de migration, activité phagocytaire 
réduite, modification des profils de sécrétion cytokinique) qui favorise la survie et la 
réplication virale (354). Les stratégies thérapeutiques ciblant les macrophages et la 
modulation de leur état d’activation sont des voies de recherche prometteuses en terme de 
controle d’infection virale. 
L’infection parasitaire est, à l’inverse, l’exemple type d’infection induisant d’emblée une 
polarisation M2 (355). Les glycanes exprimés par les helminthes interagissent avec les 
macrophages via les récepteurs de type lectine ou les TLR et orientent vers une activation 
alternative des macrophages M2 (356). L’IL-4 et l’IL-13 de cette voie Th2 vont organiser le 
piégeage des parasites dans des granulomes et favoriser l'expulsion des larves en stimulant la 
contraction des muscles lisses intestinaux. Les polynucléaires neutrophiles recrutés sur le site 
de l’infection produisent de l'IL-33 qui renforce la polarisation M2 des macrophages.  
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2. Polarisation des macrophages et arthérosclérose 
L’athérosclérose est un remaniement de la paroi des artères à l’origine des accidents 
vasculaires (infarctus, accident vasculaire cérébral ischémique).  
Les propriétés biologiques des macrophages de la plaque athéroscléreuse déterminent la taille, 
la composition et la stabilité des lésions (357). La polarisation des macrophages au sein de la 
plaque d’athérosclérose est un phénomène éminemment variable, modulé en grande partie par 
les produits d'oxydation des lipides présents en abondance. En 2010, il a été décrit un type de 
polarisation spécifique des macrophages situés dans la plaque d’athérosclérose, appelé 
“Mox”. Celui ci se développe suite à l’activation par des phospholipides oxydés. Il se 
distingue des phénotypes conventionnels M1-M2 par un schéma d’expression génique 
différent, ainsi qu’une diminution de la capacité phagocytique et chimiotactique (358). La 
polarisation des macrophages au sein de la plaque d’athérosclérose semble même être plus 
complexe car il a été suggéré récemment plusieurs autres sous-populations de macrophages 
(359) :  les populations M(Hb) et Mhem17, résistantes à la charge lipidique et induites 
respectivement par exposition à des complexes d'hémoglobine-haptoglobine et à des hèmes in 
vitro ainsi que la population M4, induite par la chimiokine CXC4 (360). 
 
3. Polarisation des macrophages et tumeurs 
Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) sont les principales cellules immunitaires du 
micro-environnement tumoral et jouent un rôle clé dans le lien entre inflammation et cancer  
(361). Alors qu’ils peuvent présenter un phénotype M1 aux stades précoces de la 
transformation tumorale, ils acquièrent rapidement une polarisation M2, sous l’influence de 
différents facteurs : l’hypoxie tissulaire et les médiateurs anti-inflammatoires produits par la 
tumeurs.  Ce phénotype M2 est associé à des fonctions promotrices de tumeurs, puiqu’ils sont 
dépourvus d'activité cytotoxique, produisent des facteurs de croissance pour les cellules 
cancéreuses et ont une activité immunosuppressive (362) (363). Les TAMs favorisent la 
croissance et la dissémination tumorales en inhibant l’immunité adaptative anti-tumorale à 
médiation Th1, en dégradant la matrice et en améliorant l'angiogenèse (364) (365). Le rôle de 
l'hypoxie tissulaire dans la modulation de la polarisation des TAM semble essentielle. Les 
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TAM se localisent préférentiellement dans les zones hypoxiques qui expriment le facteur de 
transcription HIF-1α  (366).  
De nouvelles thérapeutiques anticancéreuses ciblent le système immunitaire pour renforcer 
son action cytotoxique contre les cellules cancéreuses. L’immunothérapie, utilisée  pour le 
traitement des tumeurs pulmonaires ou cutanées par exemple, agit sur les lymphocytes T en 
modulant la signalisation induite par le point de controle PD1/PDL1 (367). La régulation des 
états d’activation des TAM apparait également comme une cible thérapeutique prometteuse 
pour le controle de la croissance tumorale (368) (369). 
 
VI. Modulation de la polarisation des macrophages au cours de 
l’obésité  
	
A. Tissu adipeux et polarisation des macrophages 
En état stable, chez un sujet fin, les macrophages du tissu adipeux présentent plutôt un 
phénotype M2 (370). Cette polarisation M2 est induite et maintenue par l’expression du 
facteur PPARγ, sous le contrôle de la cytokine anti-inflammatoire IL-4 (315) (371), ainsi que 
par l’infiltration du tissu en Lymphocytes T régulateurs (372). La production d’IL-4 au sein 
du tissu adipeux est contrôlée principalement par les éosinophiles qui représentent 5% des 
cellules de la fraction stromale vasculaire dans un modèle murin (373). Les Adipose tissue 
type 2 innate lymphoid cells  (ICL2) sont essentielles pour l’attraction des éosinophiles au 
sein du tissu adipeux (374). La cytokine IL-33 contrôle la différenciation et le maintien à la 
fois des lymphocytes T régulateurs et des ICL2 résidents (375) ; le traitement de tissu adipeux 
avec de l’IL-33 augmente la production de cytokines anti-inflammatoire et protège de 
l’inflammation associée à l’obésité dans un modèle de souris génétiquement modifié ob/ob 
(376). 
Les variations pondérales sont associées à des changements du tissu adipeux, tant au niveau 
des adipocytes que de la fraction stromale vasculaire. La prise de poids et l’hypertrophie du 
tissu adipeux s’accompagne d’une augmentation de l’infiltration tissulaire en macrophages 
(81) (377). De plus, les macrophages changent d’état de polarisation et s’orientent vers un 
phénotype M1, comme l’illustre l’augmentation des cytokines comme TNF-α, IFN-γ, IL-6 et 
IL-1β (378) (379) (380) (381). Lumeng et al. ont isolé des macrophages du tissu adipeux de 
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souris présentant un poids normal. Ceux-ci expriment des gènes associés au phénotype M2, 
dont IL-10, arginase 1. Lorsque ces souris prennent du poids après un régime hypercalorique, 
l’expression de ces gènes M2 diminue, au profit d’autres gènes associés au phénotype M1 
comme TNF-α et iNOS. Ce switch de polarisation ne se fait pas lorsque les souris sont 
inactivées pour le gène CCR2 du récepteur à la chimiokine chemoatractante MCP-1 ; 
suggérant que les macrophages M1 pourraient être recrutés sur le site de l’inflammation à 
partir d’un pool de monocytes circulant (382). Chez l’homme, la réduction pondérale, suite à 
un régime pauvre en calorie ou à une chirurgie bariatrique, s’accompagne d’une diminution 
d’expression des cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-6) dans le tissu adipeux alors qu’il 
y a une augmentation d’IL-10 (383) ; cette production est le fait des macrophages situés dans 
la fraction stromale vasculaire (384) (81).  
La production de ces médiateurs inflammatoires par le tissu adipeux contribue à l’état 
d’inflammation chronique que l’on rencontre chez les sujets obèses et qui est à l’origine de 
nombre de complications métaboliques (insulinorésistance, diabète, dyslipidémie) et maladies 
inflammatoires chroniques (385) (386) (387).  
Comprendre les mécanismes qui reprogramment les macrophages du tissu adipeux vers un 
phénotype pro-inflammatoire M1 est un enjeu important dans l’idée de développer des 
stratégies thérapeutiques anti-inflammatoires chez les sujets obèses. Les mécanismes sont 
probablement multiples, associant une combinaison de différents signaux de danger 
endogènes et exogènes (388). 
Les acides gras saturés qui s’accumulent au cours de l’obésité activent directement les 
récepteurs TLR4 et TLR2 ou l’inflamasomme NLRP3 dans les macrophages, entraînant la 
libération de cytokines pro-inflammatoires (389) (390) (391). L’hypertrophie et l’hyperplasie 
des adipocytes vont générer localement des conditions de croissance défavorables (392), une 
hypoxie tissulaire (393) (394) (77), une augmentation du stress oxydatif. Ces changements 
sont associés à une augmentation de la mort cellulaire et les adipocytes nécrotiques vont alors 
libérer des signaux danger tels que l'ATP ou des dérivés lipotoxiques. Les cellules T CD8 + 
recrutées produisent de l'IFN-γ qui agit sur les macrophages en régulant l'expression des 
cytokines effectrices pro-inflammatoires et en augmentant l'expression du complexe majeur 
d'histocompatibilité de classe II. Cela favorise la présentation de l'antigène des macrophages 
aux cellules T CD4 + et induit la polarisation et la prolifération des cellules Th1 qui seront-
elles mêmes une source de production d'IFN-γ (395) (396). 
Par ailleurs, des signaux exogènes peuvent également rentrer en compte dans l’activation des 
macrophages du tissu adipeux. Les taux de LPS sont élevés dans le plasma de souris obèses 
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(397) et on sait que, chez l'homme, un repas riche en graisses et glucides peut induire 
rapidement une augmentation de l’endotoxine LPS dans le plasma (398). Au cours de 
l’obésité, le microbiome intestinal subit des modifications significatives. Un régime 
hypercalorique entraine des changements important dans la composition du microbiome, ce 
qui s’accompagne d’une augmentation de la perméabilité de la barrière intestinale et de la 
translocation bactérienne (399) (400). Ce phénomène pourrait participer à l’inflammation du 
tissu adipeux en fournissant des PAMPS capables d’activer les cellules immunitaires 
résidentes. Mais à l’inverse, l’inflammation chronique peut être une cause elle-même 
d’altération du microbiome (401).  
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Figure 22. Facteurs impliqués dans la modulation du phénotype des macrophages associés au 
tissu adipeux au cours de l’obésité 
 
Enfin, un mécanisme supplémentaire pouvant conduire à l’inflammation dans l’obésité, serait 
un changement de l'équilibre hormonal. Les taux d’adipokines secrétées par les adipocytes 
varient au cours de la prise de poids et de l’hypertrophie du tissu adipeux. Ces variations 
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peuvent influer sur les cellules immunitaires, localement ou à distance, et jouer sur la 
polarisation des macrophages.  
 
 
 
B. Adipokines et polarisation des macrophages 
Plusieurs équipes se sont intéressées à l’effet des adipokines sur le recrutement, l’activation et 
la fonction des macrophages. Les modèles utilisés sont variés : monocytes ou macrophages 
murins ou porcins, macrophages dérivés de monocytes humains. Il en résulte que la 
polarisation des macrophages est bien modulée par l’effet de ces adipokines mais leurs effets 
sont variables en fonction du modèle utilisé.  
 
1. Leptine et polarisation des macrophages 
Kiguchi et al. ont exposé des lignées de macrophages murins à de la leptine recombinante. 
Après 3h d’exposition à des concentrations de leptine de 1 et 100 ng/ml, l’expression de 
certaines chimiokines associées au phénotype M1 (CCL3-CCL4-CCL5) était 
significativement augmentée. Cet effet s’accompagnait d’une augmentation précoce (20 min) 
de l’expression du facteur de transcription STAT3 et était inhibé lors de l’ajout d’un 
inhibiteur de JAK2, ce qui est cohérent avec les voies de signalisation connues de la leptine 
dans les macrophages (402). Raso et al. ont également exposé des lignées de macrophages 
murins à de la leptine recombinante. Ils retrouvent une augmentation de la production de NO 
et de PGE2 après 24 h de traitement par de la leptine 10 µg/ml ; cet effet est potentialisé lors 
d’une co-stimulation par de l’IFN-γ et apparait alors pour des concentrations de leptine plus 
faibles, à partir de 3 µg/ml (403). 
Chez l’homme, des cellules mononuclées périphériques augmentent leur production de TNF-α 
et d’ IL-6  après un traitement par de la leptine (250 ng/ml pendant 3j) (404). Dans une autre 
étude, Vaughan et al. échouait cette fois à retrouver l’ effet inducteur de la leptine sur la 
production de cytokines par des macrophages dérivés de monocytes  non stimulés (1 à 1000 
ng/ml pendant 4h) ; la leptine potentialisait cependant l’effet du LPS sur l’expression de ces 
mêmes cytokines (405).  
Finalement, la leptine pourrait induire un phénotype intermédiaire entre M1 et M2. En effet, 
lorsque l’on différencie des monocytes circulants en présence de leptine (25 ou 50 ng/ml 
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pendant 5 jours), les macrophages expriment des marqueurs membranaires identiques aux 
macrophages M2 différenciés en présence d’IL-4 (notamment mannose récepteur et CD163). 
Par contre, leur profil de production cytokinique en réponse à une stimulation par du LPS se 
rapproche plus de celui des macrophages M1 (différenciés en présence de IFNγ) avec des taux 
élevés de sécrétion de TNF-α, IL-6, IL1-β, et de MCP-1 (406). 
 
2. Adiponectine et polarisation des macrophages 
En ce qui concerne l’adiponectine, on retrouve, au contraire, un effet plutôt anti-
inflammatoire et une orientation vers une polarisation M2. Il existe cependant des travaux 
contradictoires sur le rôle de l’adiponectine dans la polarisation des macrophages. 
 
Ø Effet anti-inflammatoire de l’adiponectine 
Les macrophages péritonéaux et du tissu adipeux de souris inactivés pour le gène de 
l’adiponectine présentent des marqueurs de phénotype M1 (expression de TNF-α, MCP-1 
augmentées et celle de IL-10 et arginase-1 diminuées en comparaison aux souris sauvages) 
(407) ; ceci est renversé après transfection du gène de l’adiponectine. La même équipe a 
montré in vitro que des macrophages péritonéaux murins et des macrophages dérivés de 
monocytes humains traités par de l’adiponectine (30 µg/ml pendant 48h) diminuaient leur 
niveau d’expression de TNF-α et MCP-1, en situation basale et en réponse au LPS (407). 
De même, des monocytes circulants de porc ont été traités avec de l’adiponectine (10µg/ml 
pendant 24h) avant d’être stimulés par du LPS. Wulster-Radcliffe et al. montraient que le pré-
traitement par de l’adiponectine était responsable d’une diminution de l’expression et de la 
sécrétion de TNF-α et IL-6 induites par le LPS, alors que l’expression d’IL-10 était 
augmentée. Ceci s’accompagnait d’un défaut de translocation nucléaire du facteur NFkB 
(408). 
L’adiponectine peut exercer son effet de façon paracrine. Dans les expériences de Lovren et 
al., des monocytes circulants humains ont été différenciés en macrophages soit en présence de 
LPS pour obtenir un phénotype M1, soit en présence d’IL-4 pour obtenir un phénotype M2, 
soit encore en présence d’IL-4 et adiponectine (10µg/ml 7 jours). L'incubation des 
macrophages M1 avec un surnageant de culture dérivé des macrophages M2 traités à 
l'adiponectine  entraînait une inhibition de la sécrétion de TNF-α et de MCP1, plus prononcée 
que celle obtenue par le surnageant de cultures de macrophages M2 non exposés à 
l’adiponectine (409).  
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Un pré-traitement par de l’adiponectine (à la concentration de 10µg/ml pendant 24h) de 
monocytes issus de prélèvement médullaires ou des macrophages dérivés de monocytes 
entraînait une diminution des capacités de phagocytose et réduisait la sécrétion de TNF-α 
induite par le LPS mais pas celle d’IL1-β ou d’IL-6 (410). 
Dans les travaux de Okamoto et al., des macrophages dérivés de monocytes humains étaient 
également soumis à un pré-traitement par de l’adiponectine (10µg/ml pendant 24h) avant 
d’être stimulés par du LPS. Les auteurs montraient que l’adiponectine diminuait l’expression 
et la sécrétion LPS-induites des chimiokines CXCL10 et CXCL9. L’adiponectine interférait 
sur la signalisation LPS-TLR4 par une inhibition de la phosphorylation du facteur de 
transcription IRF3. Ainsi, l’expression de IFNβ était diminuée et la signalisation induite par 
sa fixation sur son récepteur était impactée, notamment la phosphorylation de STAT1 (411).  
 
Ø Effet pro-inflammatoire de l’adiponectine 
Cependant les résultats de Cheng et al. étaient plus mitigés sur le rôle de l’adiponectine en 
tant qu’inducteur M2. Les auteurs ont en effet étudié le transcriptome de macrophages dérivés 
de monocytes humains en utilisant des puces Microarray Affimetrix. Ils se sont intéressés à 
l’expression de certains gènes associés distinctement aux phénotypes M1/M2. Ils ont montré 
qu’un traitement par de l’adiponectine (APN recombinante humaine produite dans des 
cellules de mammifères, à la concentration de 10 µg/ml pendant 24h) entrainait l’expression 
de 28 gènes associés au phénotype M1 (dont TNF-a, IL-6 mais pas CXCL9, CXCL10, IFN-γ, 
IL-12) et seulement trois gènes associés au phénotype M2 (CCL13, CCL18, CXCR4) ; la 
sécrétion de TNF-α et IL-6 était également significativement augmentée après traitement des 
macrophages non stimulés par de l’adiponectine 10 µg/ml (412). Ils en concluaient que 
l’adiponectine induisait sur des macrophages dérivés de monocytes humains une réponse 
plutôt pro-inflammatoire qui se rapprocherait plus d’un phénotype M1 que M2 (412).  
L’équipe de Van stijn et al. ont différencié des monocytes circulants humains soit en 
phénotype M1 (en présence de LPS et/ou IFNγ) soit en phénotype M2 ( en présence d’IL-4). 
Pendant le processus de différenciation, ils ont rajouté de l’adiponectine (forme longue, 
recombinante murine, 10 µg/ml) pendant 48h. Ils ont montré que l’adiponectine entrainait 
dans les macrophages M1 une augmentation de l’expression de cytokines pro-inflammatoires 
(TNFα, IL-12, IL-6) et restaurait l’expression des récepteurs à l’adiponectine AdipoR1 et 2. A 
l’inverse, dans des macrophages M2, l’adiponectine augmentait l’expression de la cytokine 
anti-inflammatoire IL-10 et ne modifiait pas celle des AdipoR (413). 
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Aucune étude n’a jusqu’à présent étudié l’état d’activation des macrophages pulmonaires 
humains en présence d’adiponectine. Summer et al. ont montré que la concentration de la 
cytokine pro-inflammatoire TNF-α était plus importante dans le milieu de culture de cellules 
issues du liquide de lavage broncho alvéolaire de souris déficientes pour le gène de 
l’adiponectine. Le traitement de ces cellules par de l’adiponectine exogène réduisait la 
production de TNF-α induite lors d’une stimulation par du LPS (249). 
 
3. Autres adipokines  
L’effet de la visfatine recombinante a été étudié sur des monocytes CD14+ isolés à partir de 
cellules mononuclées humaines circulantes. Les auteurs ont montré que la visfatine (100 
ng/ml) induisait une augmentation de la production de TNF-α, IL-6 et IL-1β dans le 
surnageant de ces cellules (414). Par contre, l’effet n’était plus aussi clair lorsque ces cellules 
étaient différenciées en macrophages, la visfatine n’induisant plus que la production d’IL-6 et 
non de TNF-α ni d’IL-1β (414). A l’inverse, Audrito et al. ont montré que le traitement par de 
la visfatine (200 ng/ml) pendant 5 jours de monocytes issus de patients suivis pour une 
leucémie lymphoïde chronique, induisait un profil de polarisation mixte M1/M2, avec 
l’augmentation de la sécrétion de CCL18, IL-6, CXCL-8 et CCL3 ainsi que de l’expression de 
CD163 et CD206 (415). Une autre étude sur une lignée de macrophages murins apporte des 
conclusions encore différentes. Un traitement par visfatine (200 ng/ml) pendant 24h  induisait 
une augmentation de la sécrétion d’ IL-6, CXCL8, IL1-b et TNF-a en situation basale mais 
réduisait la sécrétion induite par du LPS (10µg/ml) de ces mêmes cytokines (416). 
 
Dans un modèle murin, des macrophages péritonéaux étaient traités par de la chémérine avant 
d’être stimulés par du LPS. La chémérine diminuait, à partir de 0,5 pM et de façon 
concentration-dépendante, la production de TNF-α, IL1-β, IL-6 CCL5, IL-12 alors qu’elle 
augmentait celle d’ IL-10 et TGF-β (417). Son effet semblait dépendant du site de clivage de 
la prochémérine car des peptides synthétiques, semblables à la partie C-terminale mais de 
longueurs différentes, ne présentaient pas la même action inhibitrice in vitro. In vivo, 
l’injection de chémérine à des souris avant un challenge infectieux améliorait le pronostic du 
sepsis (417). Ces résultats sont en accord avec les expériences de Bondue et Luangsay qui ont 
montré que l’injection de chémérine chez des souris diminuait l’inflammation pulmonaire 
induite par une instillation de LPS ou dans un modèle de pneumonie virale (418) (419). 
Cependant, la même équipe échouait à reproduire in vitro l’effet inhibiteur de la chémérine 
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(forme complète) sur la sécrétion des cytokines LPS-induites de macrophages péritonéaux de 
souris ou de macrophages dérivés de monocytes circulants humains (420). Ces études 
contradictoires pourraient être expliquées par des différences dans le protocole expérimental 
(source génétique des souris, milieu de culture rendant actives ou non les protéases sécrétées 
par les macrophages, différences inter-espèces,…) 
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OBJECTIFS du travail de recherche 
 
L’obésité entraîne une surmortalité et une morbidité spécifique. Elle modifie les mécanismes 
d’immunorégulation, fragilise le système respiratoire envers les infections respiratoires et 
induit un phénotype particulier d’asthme. La prise de poids s’accompagne de modifications de 
production des adipokines par les adipocytes. Ces adipokines sont capables d’agir de façon 
paracrine et/ou systémique et leurs récepteurs sont présents sur diverses cellules du système 
immunitaire. Les données disponibles concernant l’effet des adipokines sur la polarisation des 
macrophages sont contradictoires, fonction de l’origine et des modèles et des protocoles 
expérimentaux utilisés. 
Nous avons étudié le rôle de certaines adipokines dans l’immunorégulation pulmonaire en 
utilisant des cultures primaires de macrophages et de cellules épithéliales bronchiques issus 
d’explants de parenchyme et de bronches pulmonaires humains.  
Nous avons mesuré la production locale d’adipokines (leptine-adiponectine) par le 
parenchyme pulmonaire et des explants de bronches et étudié l’expression de leurs récepteurs 
sur des macrophages pulmonaires. 
Nous avons aussi exploré l’effet des adipokines (leptine-adiponectine-visfatine-chémérine) 
sur la polarisation des macrophages. Pour cela, nous avons mesuré la production de 
cytokines-chimiokines en présence de concentrations variables d’adipokines, à l’état basal et 
lors d’une stimulation M1 (LPS) ou M2 (IL-4). 
Enfin, nous nous sommes également intéressés à l’effet de ces adipokines sur d’autres cellules 
structurelles pulmonaires, les cellules épithéliales bronchiques, et sur des bronches humaines 
afin d’explorer leur rôle dans la régulation de la production des médiateurs inflammatoires et 
du tonus bronchique. 
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MATERIELS ET METHODES 
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I. Méthodes d’isolement et culture des explants et cellules pulmonaires 
humains 
 
A. Isolement et culture d’explants de parenchyme humains. 
Les tissus pulmonaires ont été obtenus à partir de pièces de lobectomie de sujets opérés pour 
cancer broncho-pulmonaire à l’hôpital Foch (Suresnes, France) ou à la clinique du Val d’Or 
(Saint Cloud, France). La zone réséquée a été prélevée à distance de la tumeur, en zone 
macroscopiquement saine. Ce programme de recherche a obtenu l’accord du Comité 
Consultatif pour la Protection des Personnes Ile-de-France VIII (Hôpital Ambroise Paré).  
Les prélèvements ont été acheminés rapidement au laboratoire et le tissu pulmonaire a été 
découpé en petits fragments sous hotte stérile. Des fragments de parenchyme pulmonaire 
homogènes de 10 à 30 mg environ ont été ensuite lavés dans un milieu de culture supplémenté 
en glutamine et antibiotiques puis conservés 24h à +4°C. Le lendemain, les explants 
pulmonaires ont été placés dans des plaques de culture de 12 puits à raison de 30 à 60 mg de 
parenchyme immergés dans 3 ml de RPMI supplémenté. 
 Les différents stimuli et traitements d’intérêt ont été ajoutés dans chacun des puits 
avant de les laisser incuber 24h supplémentaires à 37°C et 5% CO2. Au terme de cette 
stimulation, les surnageants ont été récupérés et centrifugés (3000 rpm, 5 minutes, 4°C) pour 
éliminer les débris cellulaires restants puis répartis dans des aliquots avant d’être congelés à   
-20°C. Par ailleurs, les fragments de parenchymes séchés ont été pesés pour chaque condition, 
ce qui a permis de rapporter les concentrations de cytokines dans les surnageants au poids sec 
des échantillons. La caractérisation de ce modèle d’explants de parenchyme pulmonaire a été 
publiée par le laboratoire en 2013 (421). 
 
B. Isolement et culture des macrophages pulmonaires humains 
 
1. Isolement des macrophages 
Les macrophages pulmonaires ont été isolés à partir des mêmes pièces opératoires selon une 
technique préalablement décrite et utilisée dans le laboratoire depuis 2008 (422) (423)  (424). 
Le tissu pulmonaire a été finement découpé et lavé abondamment avec du milieu de culture. 
Le liquide de lavage obtenu a été centrifugé (2000 rpm, 10 minutes, 25°C) afin de récupérer le 
culot cellulaire. Celui-ci a été remis en suspension dans du milieu supplémenté enrichi en 
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sérum de veau fœtal (SVF) 10% décomplémenté. Cette suspension cellulaire a été ajustée à 
106 cellules.ml-1 et déposée dans une plaque de culture 24 puits à raison de 1 ml par puit. 
Cette plaque a été laissée au minimum 1h30 dans un incubateur à 37°C et 5% CO2, pour 
permettre aux macrophages d’adhérer au support de culture avant d’être lavée doucement à 
trois reprises avec du RPMI pour éliminer les globules rouges et autres cellules non 
adhérentes. Enfin, 1 ml de milieu de culture enrichi en SVF 10% a été ajouté par puit et les 
plaques ont été maintenues dans l’incubateur (37°C et 5% CO2) pendant 24h. La population 
cellulaire ainsi obtenue est constituée à plus de 95% par des macrophages, comme démontré 
en microscopie optique après coloration May-Grünewald-Giemsa et en immunohistochimie 
par marquage anti-CD68. La viabilité cellulaire estimée par marquage au bleu tryptan est 
supérieure à 90%. 
2. Culture et traitement des macrophages  
Le lendemain, les préparations de macrophages ont été lavées deux fois, le milieu de culture a 
été changé pour du RPMI supplémenté en antibiotiques, glutamine et SVF 1%. Ils ont été 
traités avec les différentes adipokines d’intérêt à dose croissante : leptine recombinante (1-10-
100-1000 ng/ml, R&D®), adiponectine recombinante (3-10-30 µg/ml, R&D® et Biovendor®) 
et agoniste des récepteurs à l’adiponectine AdipoRon (5-10-25-50 mM, Tocris), visfatine 
recombinante (5-50-100-250-500 ng/ml, R&D®), chémérine recombinante (10-100-500-1000 
ng/ml, R&D®). Après une heure d’incubation (37°C, 5% CO2) en présence de ces adipokines, 
du LPS (10 ng/ml), de l’IL4 (10 ng/ml) ou du Poly I :C (10 ng/ml) ont été ajoutés pour une 
durée d’exposition de 24 h. A la fin de cette exposition, une numération cellulaire a été 
déterminée par comptage au microscope inversé pour chacun des puits. Les surnageants ont 
été récupérés, centrifugés (3000 rpm, 5 minutes, 4 °C), aliquotés et congelés à -20°C. Dans 
certains cas, les macrophages ont été lysés et récupérés dans 1 ml de TRIzol® pour les 
analyses d’expression des transcrits (notamment des récepteurs de l’adiponectine) par RT-
qPCR. 
3. Transfection des macrophages par les siRNA 
Au lendemain de l’isolement des macrophages pulmonaires humains, ces derniers ont été 
lavés avec du RPMI supplémenté en glutamine et antibiotiques. Les macrophages ont été 
comptés, décollés et repris dans du RPMI avec glutamine, répartis afin que chaque condition 
de transfection contienne au minimum 5.106 macrophages. Après centrifugation (2000 rpm,10 
min, 25°C), les macrophages ont été repris très doucement dans 100 µL de la solution 
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Nucleofector® II contenu dans le kit de transfection pour macrophages humains (Amaxa® 
Human Macrophage Nucleofector® Kit, Lonza) supplémentée de 300 nM de siRNA 
spécifique du gène cible (siRNA AdipoR1, siRNA AdipoR2) ou d’un contrôle négatif appelé 
siRNA « scrambled ». Cette suspension est ensuite déposée dans une cuvette à transfection 
permettant de transfecter les macrophages par l’Amaxa® Nucleofector® II. Le programme de 
transfection appliqué aux macrophages est défini par l’Amaxa® Human Macrophage 
Nucleofector® Kit. Une fois la transfection réalisée, les macrophages sont repris dans 500 µL 
de RPMI complet à 10% de SVF et déposés dans une plaque 12 puits contenant dans chaque 
puits1 mL de milieu complet RPMI avec 10% de SVF et remis à l’incubateur (37°C et 5% 
CO2). Le lendemain, ont été ajoutés de l’adiponectine à 10 µg/ml puis une heure après, du 
LPS (10 ng/ml). Comme décrit précédemment, les surnageants et cellules ont été récupérés 
pour dosages des cytokines et analyse par RT-qPCR. 
 
C. Isolement et culture des cellules épithéliales bronchiques humaines 
 
Les tissus pulmonaires ont été disséqués afin d'isoler les bronches segmentaires proximales. 
Celles-ci ont été placées dans du milieu DMEM-High glucose (Dulbecco's Modified Eagle's 
medium) complété avec de la L-glutamine, 10% de SVF, de l’HEPES et des antibiotiques et 
antifongiques (pénicilline, streptomycine, gentamycine, vancomycine, amphotéricine, 
ceftazidime et mycozap). Elles ont été conservées à + 4 ° C pendant trois à six jours. Le 
mucus endobronchique a été retiré et les bronches ont été sectionnées dans la longueur avant 
de rajouter de la protéase (protéase de pancréas de bœuf, 10 mg/ml) pendant une nuit à + 4 ° 
C. Le jour suivant, après avoir inhibé l’action de la protéase par du SVF, la paroi 
endobronchique a été grattée doucement afin de détacher les cellules épithéliales et les 
récupérer dans le milieu de culture qui a ensuite été centrifugé. Le culot cellulaire a été remis 
en suspension dans 12 ml de milieu de désagglutination (PBS +EDTA 2 mM +DTT 0.05 
mg/ml + collagénase 0.25 mg/ml + chlorure de calcium 0.75 mg/ml + chlorure de magnésium 
1 mg/ml + DNAse 10 µg/ml). Après ajout de SVF 10% et centrifugation, le culot a été repris 
dans du Bronchial Epithelial cell Growth Medium (BEGM) contenant des facteurs de 
croissance et additionné d’antibiotiques. Il a été placé en culture à 37°, à raison de 2 à 6 
millions de cellules par flasque T25 pré-coaté avec du collagène (BD BioCoat). Le 
lendemain, puis tous les deux jours, le milieu de culture a été changé avec du Bronchial 
Epithelial cell Growth Medium (BEGM) contenant des facteurs de croissance + antibiotiques. 
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Lorsque les cellules étaient arrivées à confluence, elles ont été détachées avec de la trypsine 
(2 ml par flasque pendant 10 minutes), centrifugées et remises en suspension avec du BEGM 
dans une plaque 24 puits (1 ml par puits). Lorsque les cellules étaient arrivées à nouveau à 
confluence, les différents traitements pharmacologiques ont été ajoutés. 
 
 
II. Dosage immunologique des médiateurs sécrétés 
 
A. Dosage des cytokines 
 
Le dosage des cytokines dans les surnageants de culture a été réalisé par la technique ELISA 
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) à l’aide des kits Human Duoset commercialisés par R 
& D Systems Europe, Lille France. Cette technique permet la mise en évidence d’une protéine 
d’intérêt grâce au couplage spécifique antigène-anticorps. 
Sur des plaques ELISA de moyenne ou haute sensibilité, un anticorps de capture est incubé 
une nuit à température ambiante. Le lendemain, après lavage de la plaque, les échantillons et 
les standards ont été dilués et déposés. La plaque a été lavée 2 heures après, et un anticorps de 
détection biotinylé a été ajouté. Il a été procédé à un nouveau lavage pour éliminer l’excès 
d’anticorps, puis mise en présence de la streptavidine conjuguée à l’enzyme HRP 
(Horseradish peroxidase). L’addition de substrat (H2O2-tetrabenzylbenzidine) a permis, par 
une réaction colorimétrique, la révélation des complexes formés et la quantification des 
cytokines présentes. La densité optique a été mesurée par un spectrophotomètre à 450 nm 
(lecteur de plaque 96 puits MRX II, Dynex Technologies, Saint Cloud, France). 
Une courbe de régression a été construite à partir des densités optiques de la gamme standard 
et les calculs de conversion de la densité optique en concentration ont été effectués avec l’aide 
du logiciel GraphPad Prism©. Les limites de détection pour les différentes cytokines sont : 4 
pg.ml-1 pour CCL3, CCL13, CCL18 et CCL22, 8pg.ml-1 pour TNF-α, CCL2, CCL4, CCL5 et 
CCL17, 9 pg.ml-1 pour l’IL-6, 16 pg.ml-1 pour CXCL1, CXCL8, CXCL10 et CCL24. Les 
résultats ont été exprimés en pg /100 mg de parenchyme ou en pg /106 macrophages. 
B. Dosage des adipokines 
Le dosage des adipokines dans les surnageants de culture a été réalisé par la technique ELISA 
à l’aide des kits suivants : 
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- Human total Adiponectin Immunoassay Quantikine (limite de détection : 0,246 ng/ml) de 
R&D Systems 
- Human Leptin Immunoassay Quantikine (limite de détection : 7,8 pg/ml), R&D Systems 
- Human Chemerin Immunoassay Quantikine (limite de détection : 4,13 pg/ml), R&D 
Systems 
- Human Visfatin C-terminal Immunoassay Quantikine (limite de détection : 2,3 ng/ml) 
commercialisé par Phoenix Pharmaceutical.  
 
 
III. Analyse des transcrits par Polymerase Chain Reaction (PCR)  
 
A. Extraction des ARN 
Les ARN ont été isolés par ajout de TRIzol après préparation des différents types de 
tissus/cellules étudiés :  
- macrophages pulmonaires : après retrait du surnageant, les cellules adhérentes au support de 
culture ont été lysées par ajout de TRIzol (1 mL de TRIzol pour 6 puits et pipetage répétitif).  
- explants de parenchyme et de bronches : les tissus ont été découpés finement dans du TRIzol 
à raison de 1 ml de TRIzol pour 50 à 100 mg de tissu puis cette préparation a été broyée par 
un broyeur cellulaire Potter. 
Les ARN ont ensuite été isolés par ajout de chloroforme (200 µl pour 1 ml de solution) puis 
centrifugation (12 000 rpm, 15 minutes, 4°C). Les ARN totaux ont été précipités avec 500 µl 
d’isopropanol et laissés incuber une nuit à – 20°C. Le lendemain, les prélèvements ont à 
nouveau été centrifugés (12 000 rpm, 10 minutes, 4°C), le culot d’ARN a été récupéré et lavé 
avec 1 ml d’ethanol 75%. Après une nouvelle centrifugation (7500 rpm, 5 minutes, 4°C), le 
culot d’ARN a été séché et remis en suspension dans 20 µl d’eau RNase free. 
La quantité d’ARN obtenue a été mesurée par spectrophotométrie (spectrophotomètre 
Biowave DNA ; Biochrom) : mélange de 2 µl d’ARN + 58µl de tampon TrisCl 10 mM pH 
7.0 dans une cuvette UV RNase free. Les ARN ont ensuite été conservés à -80°C. 
B. Vérification de la qualité des ARN 
La vérification de la qualité des ARN a été effectuée grâce à un système d’électrophorèse 
capillaire Experion commercialisé par Biorad©. Cette technique permet une analyse 
qualitative sur l’état de conservation et la pureté des ARN extraits ainsi qu’une étude 
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quantitative pour des concentrations comprises entre 25 et 500 ng/µl, en se basant sur l’étude 
des ARN ribosomaux 18S et 28S. Une matrice de séparation a été déposée sur une puce puis 1 
µl de chaque échantillon associé à un marqueur fluorescent, 5 µl d’un tampon de charge et 
enfin 1 µl d’un marqueur de bas poids moléculaire. La puce a été ensuite insérée dans une 
station d’électrophorèse. Les ARN ribosomaux 28S et 18S ont migré en fonction de leur poids 
moléculaire. L’interprétation de la qualité des échantillons est basée sur l’intensité de la 
fluorescence, le profil de migration et le rapport 28S/18S. 
C. Transcription inverse 
L’étape de transcription inverse a été réalisée grâce au kit SuperScript III First-Strand 
Synthesis SuperMix commercialisé par Invitrogen©. Pour chaque échantillon, ont été 
mélangés 0.4 µg d’ARN + 10 µl de tampon réactionnel + 2 µl d’enzyme, de l’eau PCR 
complétée jusqu’à 20µl. La solution obtenue a été incubée 10 minutes à 25°C- 30 minutes à 
50°C puis 5 minutes à 85°C. Les ARN restants ont été éliminés par l’ajout de 1 µl de RNase 
H et incubation à 37°C pendant 20 minutes. Les échantillons d’ADN complémentaire ainsi 
obtenus ont été dilués à une concentration de 4 ng/µl. 
D. Réaction en chaîne par polymérase quantitative 
L’étude de la transcription des gènes de cytokines et des récepteurs de l’adiponectine a été 
réalisée par PCR quantitative, en utilisant des amorces spécifiques de chacun des gènes.   
L’analyse est basée sur la chimie TaqMan qui permet d’obtenir un signal fluorescent 
spécifique du gène étudié grâce à l’utilisation d’une sonde fluorescente spécifique. Pour 
l’étude des gènes par réaction en chaîne de la polymérase (Polymerase Chain Reaction ou 
PCR), les échantillons ont été déposés dans un puits avec les amorces et la sonde TaqMan 
spécifiques du gène à amplifier. Le volume réactionnel a été fixé à 20 µL dans chaque puits [4 
µL d’ADNc à 5 ng/µL, 1 µL d’amorce avec sonde TaqMan, 10 µL de TaqMan Gene 
Expression Master Mix (Life Technologies) et 5 µL d’eau]. L’amplification a été réalisée 
dans un thermocycleur StepOnePlus et dans les conditions suivantes : 50°C pendant 2 min 
puis 95°C pendant 10 min, suivi de 40 cycles à deux temps : 95°C pendant 15 s puis 60°C 
pendant 1 min. Afin de normaliser les données quantitatives, le gène de référence HPRT 
(hypoxanthine phosphoribosyltransférase) a été utilisé. 
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IV. Western Blot  
 
Une fragmentation mécanique des explants de parenchyme pulmonaire a été réalisée avec un 
broyeur vibrant, les fragments étant immergés dans 500 µl de tampon de lyse (Novagen, san 
Diego, USA) additionné d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases et phosphatases (Roche, 
Mannheim, Germany). Le dosage des protéines a été effectué grâce à un kit BCA 
(bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit (Pierce)) selon les instructions du fabricant. 
Les extraits protéiques ont été séparés par électrophorèse en gel de polyacrylamide en 
présence de SDS (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). 
Deux gels de concentrations différentes d’acrylamide ont été utilisés : un gel de concentration 
de 5 à 12% et un gel de concentration 10%. Le volume nécessaire à l’obtention de 50 µg de 
protéines a été calculé pour chaque échantillon.  
Dans les conditions de dénaturation, ce volume d’échantillon a été mélangé à 5µl de tampon 
Laemmli (tampon Tris-Hcl 62,5mM pH 6,8, glycerol 2,5%, SDS 2% et bleu de bromophénol 
0,01%) et 2 µl de 2βmercapto-éthanol à 5%. Le mélange a été ensuite chauffé à 70°C pendant 
10 minutes. Lorsque l’on désirait étudier la protéine non dénaturée, l’échantillon était 
mélangé à 5 µl de tampon Laemmli seul, sans ajout de 2βmercapto-éthanol et le mélange 
n’était pas chauffé. 
Les extraits protéiques ont été déposés dans le gel d’acrylamide, la migration s’effectuant à 
200V pendant 45 minutes dans un tampon MOPS additionné d’anti-oxydant (Invitrogen®). 
Les protéines ont été ensuite transférées en milieu semi-sec sur une membrane de 
nitrocellulose à 200 mA pendant 45 minutes dans un tampon de transfert contenant Tris, 
glycine et éthanol.  
Les sites non spécifiques ont été bloqués par incubation pendant deux heures à 
température ambiante sous agitation dans une solution de saturation contenant du Tween-
TBS, du lait 5% et du BSA 0,1%. L’anticorps primaire d’adiponectine produit chez la chèvre 
(RetD®) a été déposé toute la nuit à 4°C à une concentration de 0,1µg/ml. Après rinçages, un 
anticorps secondaire spécifique de la chèvre et couplé à un système HRP (enzyme horseradish 
peroxydase) a été appliqué sur la membrane pendant deux heures à température ambiante. La 
révélation de l’immunoréactivité de la peroxydase liée à l’anticorps secondaire a été effectuée 
par chimioluminescence selon le kit ECL (enhanced chemiluminescence kit (GE Healthcare 
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Europe)). La membrane a été placée dans une caméra CDD (charged-coupled device camera, 
Biorad®) et la production lumineuse quantifiée. L’intensité du marquage protéique sur les 
bandes de Western blot a été analysée avec le logiciel ImageJ. La quantité relative de protéine 
immunoréactive exprimée en unités arbitraires a été obtenue en rapportant les valeurs de cette 
protéine à la valeur correspondante de βactine dans l’échantillon.   
 
 
 
V. Expression des résultats et analyses statistiques 
 
Les résultats des dosages ELISA ont été exprimés en moyenne ± s.e.m (erreur standard à la 
moyenne). Ils ont été rapportés pour 100 mg de parenchyme ou 106 macrophages. 
L’évaluation statistique des données a été conduite à l’aide du logiciel GraphPad Prism® en 
utilisant une analyse de la variance (ANOVA) paramétrique ou non paramétrique, adaptée ou 
non aux séries répétées, suivie d'un post-test approprié selon les conditions expérimentales 
(tests t de Student, test de Bonferroni ou test de Dunnett). Une différence a été considérée 
comme statistiquement significative quand la probabilité p était inférieure à 0,05. 
 
Les données quantitatives obtenues à partir des expériences de RT-PCR en temps réel sont 
exprimées en quantification relative selon la méthode de Livak et al., 2001. Cette 
quantification relative peut s’exprimer en expression relative (2-(ΔCt)), en facteur 
d’augmentation (2-Δ(ΔCt)) ou en facteur de diminution (-1/2-Δ(ΔCt)) ou ΔCt est la différence 
entre le Ct (Cycle threeshold) du gène cible et le Ct du gène de référence. 
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Introduction à l’article n°1  
En juin 2009, devant l’ampleur de l’épidémie liée au nouveau virus grippal H1N1, 
l’OMS qualifie la situation de pandémie. En France, la fin de l’épidémie est annoncée le 13 
janvier 2010. Mais au cours de l’hiver 2009, la grippe aura été responsable, selon les données 
de l’institut de veille sanitaire (InVs), de 3.5 millions de consultations pour syndrome 
grippaux, 1334 hospitalisations pour cas graves et 312 décès. Le taux de complications 
sévères était finalement comparable aux épidémies de grippe saisonnières antérieures mais les 
catégories de personnes touchées ont été très différentes. Les personnes de plus de 50 ans, 
ayant déjà été en contact antérieurement avec un virus proche de la souche H1N1 2009, 
avaient conservé une certaine immunité et ont été relativement moins concernées par 
l’infection. L’épidémie de grippe s’est par contre répandue facilement parmi les jeunes, 
suscitant une vive émotion dans l’opinion publique et quelques polémiques sur les 
programmes de vaccinations recommandés.  
Par ailleurs, deux catégories de patients étaient particulièrement représentées parmi les 
cas de grippe grave : les femmes enceintes les sujets obèses. En France, 5% des 
hospitalisations en réanimations et 1% des morts liées à la grippe H1N1 étaient des femmes 
enceintes, alors qu’elles ne représentaient que 1% de la population générale. En décembre 
2009, l’InVs estimait que 6% des personnes décédées de la grippe étaient obèses. Cette sur-
représentation des sujets obèses parmi les cas graves de grippe (hospitalisation en 
réanimation, décès) se retrouvait dans tous les pays touchés et était tout à fait inhabituelle par 
rapport aux épidémies antérieures.  
 Nous avons été, au sein du service de pneumologie de l’hôpital FOCH, confrontés 
directement à ces particularités épidémiologiques. Cela a initié nos réflexions sur le lien qui 
existe entre surpoids et immunité respiratoire et a été le point de départ des travaux 
scientifiques présentés dans cette thèse. 
 Dans cette revue, sont relevées les principales données épidémiologiques mondiales 
concernant les infections grippales sévères chez les sujets obèses. Le retentissement de 
l’obésité sur le fonctionnement du système respiratoire est discuté, tant sur les plans 
mécanique, qu’immunologique et thrombotique. Le rôle des adipokines comme potentiels 
agents immunorégulateurs au sein du système respiratoire est suggéré.
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Discussion de l’article n°1 
Dans cette revue, nous avons relevé les résultats de larges études épidémiologiques qui 
pointent toutes, dans différents pays, l’association entre obésité et complications sévères après 
infection par le virus de la grippe A H1N1 pendant la pandémie 2009-2010. Ce risque 
d’infection sévère persiste après ajustement pour les principales comorbidités (diabète, 
pathologie cardiaque ou respiratoire chronique, immunodépression…) (425) (426).  D’autres 
études et méta-analyses publiées ultérieurement ont confirmé cette association 
épidémiologique (427) (428). Cela est moins clair en ce qui concerne les autres épidémies 
grippales saisonnières ; certaines études n’ont pas retrouvé de lien statistique entre surpoids et 
sévérité de l’infection (429). Cependant, plusieurs facteurs sont à intégrer dans l’analyse 
statistique, notamment la rapidité de la mise sous traitement antiviral. Dans une large étude 
dans la ville de Detroit, USA, Segaloff et al. confirment, après ajustement pour le délai de 
mise sous traitement, que les sujets obèses sont à plus fort risque d’admission en réanimation 
et d’infections respiratoires basses après une grippe saisonnière (430). 
Ces constatations, faites pour la première fois en 2009, ont initié un changement de 
pratique dans les interventions de prévention sanitaire. En effet, en France, depuis 2010, le 
Haut Conseil de la Santé Publique recommande la vaccination antigrippale saisonnière chez 
les femmes enceintes quel que soit le terme de la grossesse et chez les sujets obèses avec un 
IMC> 40. Cette recommandation continue de faire débat, notamment pour les sujets obèses 
(431). Ceux-ci semblent en effet présenter une réponse vaccinale nettement moins bonne. 
Neidich et al. ont montré dans une cohorte observationnelle de 1042 sujets entre 2013 et 2015 
que les personnes obèses conservaient, malgré la vaccination, un risque deux fois plus 
important de développer la grippe qu’un sujet fin (432). Plusieurs études montrent que malgré 
l’obtention de titres d’anticorps neutralisants corrects, les individus obèses sont toujours plus 
à risque d’infection sévère (433) (434). L’obésité est associée à une altération de la réponse 
cellulaire B après vaccination et une augmentation de la production de marqueurs 
inflammatoires par les lymphocytes B ; des taux élevés de leptine pourraient être en partie 
responsable de cette dysfonction cellulaire B (435). 
De nombreuses publications confirment que la leptine et l’adiponectine comme 
d’autres adipokines sont des éléments immunorégulateurs essentiels, qui font probablement le 
lien entre métabolisme énergétique et susceptibilité infectieuse (118) (436). Les cellules 
épithéliales et les macrophages pulmonaires sont les premières lignes de défense respiratoire 
et cibles clés des pathogènes, notamment viraux (437) (438). Les variations de concentrations 
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d’adipokines dans le système respiratoire au cours de l’obésité pourraient retentir sur le 
fonctionnement des cellules épithéliales et des macrophages pulmonaires et altérer leur 
réponse aux pathogènes viraux comme la grippe.  
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Introduction à l’article n°2 
La pandémie de grippe A H1N1 en 2009 a mis en exergue la susceptibilité infectieuse 
des sujets obèses. La fragilité respiratoire de ces sujets était décrite en ce qui concerne les 
pathologies respiratoires bronchiques (asthme, BPCO), les maladies du sommeil (SAHOS).  
Quelques études de cohorte avaient également pointé le risque d’infections respiratoires, 
notamment des pneumonies communautaires (54). Mais la pandémie grippale de 2009 a été 
un déclencheur dans la prise de conscience de la fragilité des sujets obèses vis-à-vis du risque 
infectieux respiratoire ; d’autres larges études ont confirmé par la suite cette observation (439) 
(440). 
Comme évoqué dans l’article n°1, l’une des hypothèses pour expliquer 
l’immunodéficience respiratoire relative des sujets obèses, serait le rôle que jouent les 
adipokines sur les cellules immunitaires pulmonaires. Les principales adipokines (leptine, 
adiponectine, visfatine, chémérine, resistine) sont dosables dans les liquides biologiques issus 
du tractus respiratoire et sur des coupes histologiques pulmonaires humains (256) (237) (441) 
(442). Dans des modèles murins, elles semblent avoir un rôle dans le développement 
pulmonaire (443) (444).  Les récepteurs de la leptine et adiponectine sont présents à la surface 
de diverses cellules immunitaires, notamment les monocytes-macrophages et ces adipokines 
peuvent en moduler le fonctionnement (118) (436). 
Les macrophages sont une des premières lignes de défense du système respiratoire. Ils 
sont essentiels pour phagocyter les pathogènes et particules exogènes et leur état 
d’activation/polarisation détermine leur spectre de production de cytokines et l’orientation de 
l’immunité adaptative. Plusieurs publications ont montré l’effet de l’adiponectine sur 
l’activation des macrophages murins et macrophages dérivés de monocytes humains (407) 
(408) (409) (410) (411) (445). Si la majorité de ces études pointent un effet plutôt anti-
inflammatoire de l’adiponectine, orientant les macrophages vers un état de polarisation M2, 
quelques études sont contradictoires (412) et aucune ne concerne des macrophages résidents 
pulmonaires humains.  
Afin de se rapprocher au plus de la physiologie humaine, nous avons étudié l’effet de 
l’adiponectine sur des macrophages au sein du parenchyme pulmonaire humain. De plus, nous 
avons étudié l’expression des récepteurs de l’adiponectine et analysé sa présence dans les 
surnageants d’explants de parenchyme. 
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La production d’adiponectine par les explants de parenchyme a été corrélée à l’IMC des 
patients. L’effet de différentes formes d’adiponectine recombinante humaine sur les 
macrophages pulmonaires humains a été exploré, en étudiant la production de cytokines-
chimiokines en situation basale et après stimulation M1 par du LPS et du Poly I:C ainsi 
qu’après stimulation M2 par de l’IL-4. Nous avons aussi étudié l’effet de l’adipoRon, peptide 
de synthèse agoniste des récepteurs de l’adiponectine. 
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ABSTRACT 
Introduction: Obesity is associated with an elevated risk of respiratory infections and asthma. 
The objectives of the present study were to investigate (i) the production of adiponectin by 
human lung explants, (ii) the expression of the adiponectin receptors AdipoR1 and AdipoR2 
by human lung macrophages, and (iii) the impact of recombinant human adiponectin and a 
small-molecule adiponectin receptor agonist (AdipoRon) on lung macrophage activation. 
Methods: Human lung parenchyma explants and lung macrophages were isolated from 
patients undergoing surgery for carcinoma. The macrophages were cultured with human 
recombinant adiponectin or AdipoRon and stimulated with LPS (10 ng.mL-1), poly(I:C) 
(10µg.ml-1) or IL-4 (10 ng.mL-1) for 24 h. Cytokines or adiponectin, released by explants or 
lung macrophages, were measured using ELISAs, and mRNA levels of AdipoR1 and 
AdipoR2 were determined using real-time quantitative PCR. 
Results: Adiponectin is released by lung explants and the amount of adiponectin was 
negatively correlated with the donor’s BMI. AdipoR1 and AdipoR2 were both expressed in 
human lung macrophages. Adiponectin (3-30 µg.ml-1) and AdipoRon (25-50 µM) markedly 
inhibited the LPS- and poly(I:C)-induced release of tumor necrosis factor-a, IL-6 and 
chemokines (CCL3, CCL4, CCL5, CXCL1, CXCL8, CXCL10) and the IL-4-induced release 
of chemokines (CCL13, CCL17, CCL22) in a concentration-dependent manner. Recombinant 
adiponectin produced in mammalian cells (lacking low molecular weight isoforms) had no 
effects on lung macrophages. 
Discussion: The low-molecular-weight isoforms of adiponectin and AdipoRon have potent 
anti-inflammatory activity on human lung macrophages. Targeting adiponectin receptors may 
constitute a new means of controlling allergic and microbial inflammations in the airways. 
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• What is the key question ? Obesity is associated with an elevated risk of respiratory 
infections and asthma but our understanding of the mechanisms that underlie this association 
are poorly understood. 
• What is the bottom line ?	We show for the first time that adiponectin is produced by 
human lung parenchyma at a level inversely correlated with the donor’s body mass index and 
exerts anti-inflammatory activity on human primary lung macrophages. 
• Why read on ? Targeting adiponectin receptors with inhaled small molecule agonists, such 
as AdipoRon, may constitute a new pharmacological means of controlling inflammation in the 
airways, especially in obese patient populations. 
 
 
ABBREVIATIONS 
LM: lung macrophage 
MDM: monocyte-derived macrophage 
APN: adiponectin 
FEV1: forced expiratory volume in one second 
FVC: forced vital capacity 
BMI: body mass index 
TLR: toll-like receptor 
AdipoR: adiponectin receptor 
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1. Introduction 
In a worldwide analysis in 2016, it was estimated that about 671 million adults and 124 
million children over the age of four were obese, and that a further 1.3 billion adults and 213 
million children over the age of four were overweight (1).  
Overweight and obesity are associated with an increased risk of noncommunicable diseases 
such as diabetes mellitus and cardiovascular disease (2). Obesity also constitutes a risk factor 
for respiratory infections such as pneumonia or severe influenza (3, 4, 5, 6). Epidemiological 
studies have demonstrated that (i) asthma is more likely to occur in obese individuals, and (ii) 
obese people with asthma experience more severe symptoms, worse quality of life, and 
increased healthcare use (7).  
Fat tissue acts as an endocrine organ by releasing various bioactive substances referred to 
collectively as adipokines (8-10). Adiponectin (APN, the most abundant adipokine) is mostly 
known to deactivate proinflammatory pathways (9, 11). In lean individuals, APN is present in 
the circulation at high concentrations (~µg/ml) in various oligomeric states. However, 
circulating levels of APN are lower in obese individuals, and this fall is thought to contribute 
to obesity-related inflammatory diseases (9, 12).  
Macrophages have been recently suggested as a common culprit in obesity and asthma (8). A 
growing body of evidence suggests that APN modulates macrophage function. Stimulation of 
toll-like receptor 4 (TLR4) by LPS or TLR3 by poly(I:C) to mimic a bacterial or a viral 
infection respectively, leads to a classical macrophage activation state (M1) with the 
production of cytokines (such as tumor necrosis factor-a (TNF-a) and IL-6) and a particular 
subset of CC and CXC chemokines. The Th2 cytokines (IL-4, IL-13) generate an alternative 
macrophage activation state (M2) in which a different subset of chemokines is produced (13-
15). 
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Adiponectin’s effect on cytokine production by monocytes-macrophages has been examined 
in nonstimulated or LPS-stimulated preparations. In LPS and interferon-g (M1)-activated 
murine bone-marrow-derived macrophages, APN exerted a proinflammatory effect by 
substantially elevating the expression of TNF-α, IL-6, and IL-12 levels (16). In human 
monocyte-derived macrophages (MDMs), the results of transcriptional profiling experiments 
indicated that APN promotes a pro-inflammatory phenotype which resembles M1 more than it 
does M2 (17). In contrast, experiments in porcine or human MDMs have shown that APN 
abrogates the LPS-stimulated expression or production of IL-6, TNF-α, CCL2 and CXCL10 
(18, 19, 20, 21).  
Mouse macrophages and human MDMs are both surrogate cell models that do not adequately 
recapitulate the biology of human primary LMs. At present, little is known about APN’s 
actions on lung macrophages (LMs) (21, 22). The diametrically opposing effects of APN on 
different macrophage preparations prompted us to investigate (i) APN production by human 
lung explants, (ii) the expression of APN receptors on LMs, and (iii) the impact of APN and a 
recently discovered small-molecule APN receptor agonist (AdipoRon (23)) on the regulation 
of LM activation by LPS, poly(I:C) or IL-4.  
 
2. Materials and methods  
 
2.1. Materials 
Human recombinant APNs (expressed either in Escherichia coli (E.coli) or in human 
embryonic kidney (HEK) 293 cells) were purchased from Biovendor (Karasek, Czech 
Republic). 
AdipoRon hydrochloride and human recombinant IL-4 (produced in E.coli) were acquired 
from R&D Systems (Lille, France) and solubilized respectively in DMSO and Roswell Park 
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Memorial Institute 1640 medium (RPMI). Antibiotics, DMSO, L-glutamine, trypan blue dye, 
heat-inactivated fetal calf serum and LPS (from E. coli serotype 0111:B4) were purchased 
from Sigma (St. Louis, MO, USA). High-molecular-weight poly(I:C) was obtained from 
InvivoGen (Toulouse, France). Bovine serum albumin and RPMI medium were from Eurobio 
Biotechnology (Les Ulis, France). 
 
2.2. Preparations of human lung explants and macrophages. 
Experiments on human tissue were approved by the regional investigational review board 
(Comité de Protection des Personnes Île de France VIII, Boulogne-Billancourt, France). Lung 
tissue samples were obtained from 43 patients (mean ± standard error of the mean (SEM) age: 
63.5 ± 1.3 years; 27 males and 16 females; mean ± SEM FEV1/FVC ratio: 0.72 ± 0.02) 
undergoing surgical resection for lung carcinoma and who had not received prior 
chemotherapy. The lung explants and LMs were isolated from macroscopically normal lung 
parenchyma obtained from sites distant from the tumor, dissected free of pleura, visible 
airways and blood vessels, and then finely chopped into 3-5 mm3 fragments, as previously 
described (24, 25, 26). 
 
After 2 h, 4 h and 24 h of incubation in RPMI at 37°C (in a 5% CO2 humidified atmosphere), 
culture supernatants from the explants were collected and stored at -80°C for subsequent APN 
assays. Lung macrophages were isolated by adherence, as previously described (14). The 
adherent cells (198 ± 18 × 103 cells per well, for a 24-well plate) were >95% pure 
macrophages, as determined by May-Grünwald-Giemsa staining and CD68 
immunocytochemistry. Cell viability exceeded 90%, as assessed by trypan blue dye 
exclusion. Culture plates with adherent macrophages were washed with warm medium. One 
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mL of fresh medium supplemented with 1% fetal calf serum was added per well, and culture 
plates were incubated overnight at 37°C in a 5% CO2 humidified atmosphere. 
 
2.3.Treatment of LMs and explants 
On the day after isolation, macrophages or explants were washed twice, and 1 mL of RPMI 
was added per well. Classically activated macrophages were obtained by exposure for 24 h to 
LPS (10 ng·mL−1) or poly(I:C) (10 µg·mL−1), and alternatively activated macrophages were 
produced by exposure to IL-4 (10 ng·mL−1) (14; see Supplemental Data). The lung explants 
were exposed to the same stimuli as the macrophages. Recombinant APN (3-10-30 µg.ml-1) 
or AdipoRon (5-10-25-50 µM) was added to the culture medium one hour before exposure to 
LPS, poly(I:C) or IL-4. The APN concentrations were originally chosen to reflect human 
plasma concentrations (3-30 µg.ml-1) (12, 27, 28). In control experiments, the vehicle used for 
AdipoRon (0.1% DMSO) did not alter cytokine production. Following 24 h of incubation, 
supernatants were collected and stored at -80°C for subsequent analysis. 
 
2.4. Cytokine and APN assays. 
The supernatants’ cytokine concentrations were measured with an ELISA (R&D Systems), 
according to the manufacturer’s instructions. The limits of detection are indicated in the 
Supplementary Material. The supernatants were diluted with RPMI as appropriate, and the 
optical density was determined at 450 nm using a microplate reader (MRX II, Dynex 
Technologies, Saint-Cloud, France). Cytokine concentrations are expressed in ng.10-6 LMs.  
The APN levels were measured with an ELISA (R&D Systems; detection range: 62.5 – 4000 
pg.ml-1). Cytotoxicity was determined by measuring lactate dehydrogenase activity in LM 
supernatants (Cayman Chemical, MI, USA). 
 
  
 109 
2. 5. Quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction 
Lung macrophages were stimulated (or not) for 24 h with LPS, poly(I:C) or IL-4. The RNA 
was prepared as previously described (supplementary material). Specific TaqMan® arrays 
based on predesigned reagents (AdipoR1: Hs01114951_m1; AdipoR2: Hs00226105_m1, 
Thermo Fisher Scientific, MA, USA) were used to analyze AdipoR1 and AdipoR2 transcripts. 
Reverse transcriptase-quantitative polymerase chain reaction was performed using Gene 
Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific) with 20 ng of cDNA in a StepOnePlus 
thermocycler (Thermo Fisher Scientific). The thermal cycling conditions were as follows: 
initial denaturation at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15 sec and 60°C for 
1 min. The housekeeping gene coding for hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT1: 
Hs99999909_m1) was used for signal normalization. 
 
2. 6. Statistical analysis. 
Data are expressed as the mean ± SEM per 106 macrophages or per 100 mg lung explant 
obtained from n patients. The concentration-effect curves were analyzed using GraphPad 
Prism® software (version 5.01, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Intergroup 
comparisons of APN concentrations were performed with unpaired t-tests, and the 
relationship with BMI was estimated by calculating Spearman’s correlation coefficient. The 
effects of various concentrations of APN and AdipoRon on cytokines levels released by LMs 
were compared using a repeated measures ANOVA, followed by Bonferroni’s post-test or 
Friedman test, followed by Dunns post-test, as appropriate. The threshold for statistical 
significance was set to p< 0.05.   
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3. Results 
3. 1 Production of APN by human lung explants 
The mean ± SEM APN concentration in the supernatant above nonstimulated explants (n=30 
patients) after 24 h was 185.0±127.3 ng.mL-1 per 100 mg of tissue. After adjustment for the 
volumes of the culture medium (3 ml) and the explant (100 mg ≈ 0.1 mL), this corresponded 
to a concentration of APN about 6.1 µg.g-1 of lung tissue (i.e. close to the blood 
concentration). Neither LPS, poly(I:C) nor IL-4 altered APN production. 
Time-course measurements of the APN concentration in explant supernatants highlighted an 
increase over time, and suggested that APN was released by the tissue (Figure 1).  
In contrast, APN was not detected in LM supernatants - suggesting that these macrophages 
were not involved in the release of APN by the explants. The APN concentrations were 
negatively correlated with the explant donor’s BMI (Figure 1). 
 
• 3. 2 Expression of APN receptors on human LMs 
• An RT-PCR analysis demonstrated that LMs expressed both AdipoR1 and AdipoR2 at 
the mRNA level. Unstimulated LMs expressed AdipoR1 more strongly than AdipoR2. The 
expression of both AdipoR1 and AdipoR2 transcripts was enhanced after exposure to LPS for 
24 hours, whereas exposure to poly(I:C) only enhanced the expression of AdipoR2. In 
contrast, IL-4 did not alter the transcription of either APN receptor (Figure 2). 
•  
3. 3 Adiponectin and AdipoRon abrogate the LPS- and poly(I:C)-induced production of 
cytokines by LMs. 
3.3.1 LPS- and poly(I:C)-induced cytokine production by LMs 
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Incubation with LPS or poly(I:C) during 24h was associated with markedly greater production 
of various M1 cytokines (Supplemental data, Table S1). Exposure to LPS was associated with 
greater production of IL-6, CXCL1, and CXCL8, whereas exposure to poly(I:C) was 
associated with greater production of CXCL10. Conversely, LPS and poly(I:C) did not alter 
(or only weakly altered) the production of the M2 chemokines CCL13, CCL17, and CCL22 
(data not shown) (14). 
 
3.3.2 APN abrogates the LPS- and poly(I:C)-induced production of cytokines by LMs 
With nonstimulated LMs, APN from E. coli led to a weak, non-significant relative decrease in 
the production of cytokines. Adiponectin inhibited both LPS- and poly(I:C)-stimulated 
cytokine production in a concentration-dependent manner (Figure 3). At a concentration of 30 
µg.ml-1, APN inhibited cytokine production by more than 90%, except for TNF-a and 
CXCL8 (Figure 4). A submaximal concentration (10 µg.ml-1) of APN had similar effects on 
the LPS- and poly(I:C)-induced production of cytokines, with the exception of CXCL8. 
Although APN (10 µg.ml-1) markedly inhibited the LPS-induced CXCL8 production, it did 
not change the poly(I:C)-induced CXCL8 production. At the highest concentration (30 µg.ml-
1), the poly(I:C)-induced CXCL8 production was inhibited by APN. 
Furthermore, APN (30 µg.ml-1) was associated with a 70% relative reduction in the LPS-
induced production of IL-10 (Supplementary Data). 
 
3.3.3 Effects of various recombinant APNs on the LPS-induced production of cytokines by 
LMs 
In addition to human recombinant APN produced in E. coli, we tested recombinant APN 
produced in HEK293 cells (Biovendor). The main difference between the two was the 
presence high-molecular-weight (HMW) isoforms (more than hexameric) in the HEK293 
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APN. The APN expressed in E. coli lacks the characteristic post-translational modifications of 
eukaryotic APN and particularly fails to form HMW multimers (29). When tested on 
nonstimulated and LPS-stimulated LMs, APN from HEK293 cells was devoid of effects on 
the production of TNF-a, CXCL8, CCL4, or IL-6 at concentrations up to 30 µg.mL-1 (n=4). 
A mutant APN (C39A: alanine substituted for cysteine at position 39) expressed in HEK293 
cells (Biovendor) forms trimers but not hexamers or HMW isoforms [28]. At 30 µg.mL-1, the 
mutant APN did not alter the production of cytokines by nonstimulated or LPS-stimulated 
LM (n=3). This latter result agrees with previous reports on human blood monocytes and 
U937 monocytic cells (30, 31).	
We also compared the activity of several batches of APN produced in E. coli (Biovendor). 
One batch clearly differed in its low-molecular-weight (LMW) isoform content 
(Supplemental Data, figure S1) and was devoid of inhibitory activity on LPS-induced 
cytokine production. Only the batches containing the LMW isoforms (used in the present 
study) inhibited the LPS-induced production of cytokines. As a whole, these findings suggest 
that APN’s anti-inflammatory activity can be ascribed to its LMW isoforms - probably the 
hexamers. 
 
3.3.4 AdipoRon abrogates the LPS-induced production of cytokines by LMs 
At a concentration of 50 µM, AdipoRon led to a weak, non-significant relative decrease in the 
basal production of cytokines by LMs (Supplemental Data). AdipoRon also inhibited LPS- 
and poly(I:C)-induced cytokine production in a concentration-dependent manner, although 
inhibition was significant only at the highest concentration (50 µM) (Figure 4). This 
concentration of AdipoRon is known to activate the APN receptors in myotubes to the same 
extent as APN does (23). As also observed with APN, AdipoRon was less effective in 
inhibiting poly(I:C)-induced CXCL8 production. 
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The inhibitory effects of AdipoRon (50 µM) did not differ significantly from those of APN 
(30 µg.mL-1). 
3.4. Adiponectin and AdipoRon abrogate the IL-4-induced release of cytokines by 
human LMs. 
Incubation with IL-4 was associated with the elevated production of the M2-chemokines 
CCL13 (basal: 20±14 pg.mL-1; +IL-4: 273±160 pg.mL-1, a 66-fold increase), CCL17 (basal: 
4.0±2.0 pg.mL-1; +IL-4: 46±25 pg.mL-1, a 13-fold increase) and CCL22 (basal: 1.6±0.5 
ng.mL-1; +IL-4: 4.4±1.6 ng.mL-1, a 4-fold increase). 
Both APN and AdipoRon inhibited IL-4-stimulated chemokine production in a concentration-
dependent manner (Figure 5).  
 
4. Discussion  
The present study is the first to have demonstrated that (i) APN is produced by human lung 
explants and correlated with the donor’s BMI, (ii) both AdipoR1 and AdipoR2 are expressed 
by human LMs, and (iii) both APN and the small-molecule agonist AdipoRon reduce the 
LPS-/poly(I:C)- and the IL-4-induced release of cytokines by LMs.  
In patients with asthma, sputum levels of APN were found to be elevated after an allergen 
challenge (32). Adiponectin has been also detected in bronchial alveolar lavage (BAL) and 
bronchial washes after a segmental allergen challenge or in BAL from women with asthma or 
patients with COPD (33, 34, 35, 36). The APN concentrations in BAL samples were several 
magnitudes lower than those found in the serum, which probably reflects the dilution of lung 
fluids by the BAL process. However, APN was one of the most strongly expressed cytokines 
in BAL, as detected by a cytokine array or an ELISA (34, 36). It has been suggested that most 
of the adipokines in BAL or bronchial washing has diffused from the bloodstream, although 
other researchers have reported disparities between serum and BAL concentrations of APN 
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(33, 35). This disparity might be due to the active transport of circulating APN multimers 
(which might not pass freely through the pulmonary vasculature into the alveolar space) (37) 
or by local synthesis of APN (independently of the blood concentration). In the present study, 
we showed that APN is produced by human lung explants but not by latter’s constituent LMs. 
In the lung, APN may be synthesized by the epithelial cells, as suggested by the high levels of 
APN expressed by the human lung A549 epithelial cell line (34) although the involvement of 
other cell types cannot be ruled out. Adiponectin is not the only adipokine synthetized by the 
lung, since leptin is reportedly synthetized by bronchial epithelial cells and alveolar type II 
pneumocytes (38, 39). 
It is widely accepted that serum APN levels are positively associated with age and female 
gender, and negatively associated with BMI (12, 27, 28). However, BAL levels of APN were 
seen to be weakly and negatively associated with BMI in a small sample of patients with 
asthma and healthy controls (33). This weak association may reflect variations in the diluting 
effect of the BAL. In contrast, we also found a clear association between APN concentrations 
in the supernatants of explants and the donor’s BMI – suggesting that lung APN production is 
related to BMI. After taking account of dilution in the culture medium, the estimated APN 
concentration in lung tissue is close to the range found in the blood (5-20 µg.ml-1) and to the 
concentrations of recombinant APN found to inhibit cytokine production by LMs. Hence, 
physiological concentrations of APN may have an anti-inflammatory effect.  
The expression of the APN receptors AdipoR1 and AdipoR2 has been previously reported on 
murine macrophage-like cells (RAW264) (40), human blood monocytes (16, 41), MDMs 
(17), and the THP-1 cell line (16). In the present study, we showed for the first time that 
human LMs express both APN receptors. Unstimulated LMs expressed AdipoR1 more 
strongly than AdipoR2 – as also reported in human monocytes (16, 41). The activation of 
mouse bone marrow or peritoneal macrophages by interferon-g/LPS was associated with 
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downregulation of AdipoR1/R2 transcription (16); this contrasted with the upregulation 
observed in human LMs activated by LPS. Hence, APN receptor expression appears to be 
regulated differently in LPS-activated mouse macrophages vs. human LMs. Activation of 
murine macrophages by IL-4 or IL-10 was associated with (i) weak downregulation of or no 
change in AdipoR1 expression, and (ii) upregulation of or no change in AdipoR2 expression 
(16). In human LMs activated by IL-4, AdipoR1 mRNA levels did not vary and AdipoR2 
mRNA levels rose. 
Previous research has shown that incubation of nonstimulated primary human monocytes or 
MDMs with recombinant APN produced in mammalian cells is associated with elevated 
mRNA and/or protein levels of M1 and M2 cytokines such as TNF-a and IL-6, and the 
chemokines CCL2, -3, -4, and -5, and CCL23 (17, 42). The C-terminal globular fragment of 
APN has been shown to activate nuclear factor-kB and to increase the production of TNF-a, 
IL-6 and/or CXCL8 in the U937 monocytic cell line and THP-1 macrophages (43, 30). In 
sharp contrast, incubation of nonstimulated LMs with recombinant APN from E. coli (present 
study) did not increase the production of TNF-a, IL-6, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8 or 
CCL22. Adiponectin’s HMW isoforms have been shown to activate NF-kB signaling in THP-
1 cells and human primary monocytes and thus induce the production of IL-6, CXCL-8 and 
CCL2 (30, 31, 44). The differences in composition (LMW vs. HMW isoforms) between 
recombinant APNs are unlikely to explain the different effects on nonstimulated monocytic 
cells and LMs, since APN produced in HEK293 cells (containing HMW isoforms) was not 
associated with the production of cytokines by LMs (the present study). Moreover, the 
synthetic APN receptor agonist AdipoRon did not induce the production of cytokines by 
nonstimulated LMs. Therefore, the absence of APN-associated pro-inflammatory effect on 
LMs is probably due to differences in the cell types rather than in the effects of LMW vs. 
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HMW isoforms. Indeed, monocytes and MDM are surrogate cell models that do not 
adequately recapitulate the biology of LM - as recently demonstrated in our laboratory (45). 
We also showed for the first time that APN from E. coli exerts an anti-inflammatory effect on 
human LMs by decreasing the production of cytokines induced by LPS, poly(I:C) or IL-4. In 
previous research, eukaryotic recombinant APN was found to have an anti-inflammatory 
effect (i) in the human THP-1 monocytic cell line (by repressing several TNF-a-induced 
proinflammatory genes, including cytokines such as CXCL-8 (16)), (ii) in the U-937 
monocytic cell line (by inhibiting LPS-induced NF-kB activity (30)), (iii) in human 
monocytes or MDMs (by either suppressing the expression or production of LPS-induced 
cytokines such as TNF-a, IL-6, CXCL9-11 (19, 44, 46)). Although APN expressed in 
HEK293 cells inhibited TNF-a and IL-6 production in MDMs (46), it is noteworthy that this 
type of eukaryotic recombinant APN did not suppress LPS-induced cytokine production in the 
present study. It is worth noting that HMW-APN did not suppress LPS-induced IL-6 secretion 
in human monocytes and THP-1 cells while LMW-APN reduced LPS-mediated IL-6 release 
(44). Furthermore, mouse recombinant APN produced in E. coli inhibited the LPS-mediated 
release of TNF-a by mouse alveolar macrophages (22). The results of our experiments on 
batches of APN from E. coli that differed with respect to the LMW isoform profile suggested 
that the latter parameter is involved in APN’s anti-inflammatory effect in LMs. Furthermore, 
the observed inhibitory effect of AdipoRon on LPS-, poly(I:C) and IL-4- induced cytokine 
production confirmed that APN receptor activation has anti-inflammatory effects on LMs. 
Adiponectin has been shown to stimulate IL-10 expression and production by human blood 
monocytes and MDMs (44, 46). However, antagonism of IL-10 did not abrogate APN’s anti-
inflammatory actions - indicating that the inhibition of cytokine production in response to 
various proinflammatory stimuli does not require IL-10 (46). In contrast to APN’s stimulatory 
effect on MDMs, APN decreased the LPS-induced production of IL-10 by LMs in the present 
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study. The reasons for this discrepancy remain unclear, although the simplest explanation is 
that we used human LMs and the previous studies used human monocytes or MDMs (44, 46). 
Our present findings indicate that LMW APN may act to maintain LMs in a quiescent state 
and thus protect the lung from dysregulated macrophage activation (Figure 6). The results 
also suggest that the reduction in APN levels associated with an elevated BMI might be a risk 
factor for the development of inflammatory lung diseases. Asthma associated with obesity is a 
growing public health problem for which there are few effective treatments (47). The 
activation of APN receptors with inhaled small molecule agonists may constitute a new 
pharmacological means of controlling inflammation in the airways and managing chronic 
pulmonary diseases (such as asthma and COPD) more effectively particularly in obese 
patients and also in non-obese patients.  
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 Leegends of figures  
 
 
Figure 1: Production of APN by lung explants 
 
a) The time course of APN release from lung explant supernatants. Nonstimulated human 
lung explants were cultured for 2, 4 and 24 h, and the APN concentration in the supernatant 
was measured using an ELISA (expressed ng.ml-1 per 100 mg of lung tissue). Data are 
reported as the mean ± SEM of 3 to 11 independent experiments. Inter-class comparisons 
were performed with a non-parametric paired t-test. ***; p<0.001.
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b) APN production in lung explant is reduced in patients with elevated BMI. Nonstimulated 
human lung explants from 30 patients were cultured for 24 h, and the APN concentration in 
the supernatant (expressed in ng.ml-1 per 100 mg of lung tissue) was measured using an 
ELISA. The relationship between the APN concentration and the donor’s BMI was assessed 
by calculating Spearman’s correlation coefficient (r = -0.48; p=0.008). 
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Figure 2: AdipoR1 and AdipoR2 are expressed by human LMs   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Human LMs were cultured for 24 h in absence or presence of LPS (10 ng.ml-1), poly(I:C) (10 
µg.ml-1) or IL-4 (10 ng.ml-1). AdipoR1 and AdipoR2 transcript levels were determined by 
RT-qPCR and normalized against those of a housekeeping gene (HPRT1). Data correspond to 
the mean ± SEM of six independent experiments. *: p<0.05. 
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Figure 3: Inhibition by APN of the LPS- or poly(I:C)-induced cytokine production by 
human LMs 
 
Macrophages were incubated with LPS (10 ng.ml-1, left column) or poly(I:C) (10 µg.ml-1, 
right column) in the absence or presence of APN (3, 10 or 30 µg.ml-1) for 24 h. Data are 
expressed in ng.106 cells and as a percentage reduction with respect to LPS or poly(I:C) alone. 
For greater clarity, the percentage reductions of more than 90% at 30 µg.ml-1 are not shown. 
Results are shown as the mean ± SEM of 4 to 15 different experiments. Asterisks indicate 
significant effects of APN with respect to LPS or poly(I:C) alone: *: p<0.05; **: p<0.01; ***: 
p<0.001. 
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Figure 4: Inhibition by AdipoRon of the LPS-/poly(I:C)-induced cytokine production by 
human LMs. 
 
Macrophages were incubated with LPS (10 ng.mL-1, left column) or poly(I:C) (10 µg.ml-1, 
right column) in the absence or presence of AdipoRon (5, 10, 25, and 50 µM). Data are 
expressed in ng.106 cells and as a percentage reduction with respect to LPS or poly(I:C) alone. 
For greater clarity, the percentage reductions of more than 90% at 30 µg.ml-1 are not shown. 
Results are shown as the mean ± SEM of 4-8 different experiments. Asterisks indicate 
significant effects of AdipoRon with respect to LPS or poly(I:C) alone: *: p<0.05; **: p<0.01; 
***: p<0.001. 
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Figure 5: Inhibition by APN and AdipoRon of the IL-4-induced chemokine production 
by human LMs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Macrophages were incubated in the absence or presence of APN (3, 10 or 30 µg.ml-1) or 
AdipoRon (5, 10, 25 or 50 µM) before being stimulated with IL-4 (10 ng.mL-1) for 24 h. Cell 
culture supernatants were collected and analyzed using ELISAs. Data are expressed in ng.106 
cells and as a percentage reduction with respect to IL-4 stimulation alone. For greater clarity, 
the percentage reductions of more than 90% at 30 µg.ml-1 are not shown. Results are shown as 
the mean ± SEM of 4 or 5 different experiments. Asterisks indicate significant effects with 
respect to IL-4 alone: *: p<0.05. 
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Supplemental data  
Additional Supporting Information may be found in the online version of this article at the 
publisher’s web-site 
 
Preparation of human lung explants 
Human lung parenchyma was prepared after several washes of finely chopped parenchymal 
fragments in complete culture medium (RPMI 1640, supplemented with 2 mM L-glutamine, 
100 µg.ml-1 streptomycin, and 100 U.ml-1 penicillin), in order to prevent contamination by 
blood. The explants were maintained overnight at 4°C. The fragments (total weight ~50-100 
mg each) were distributed into six-well plates (five fragments and 5 mL of complete medium 
per well). 
Preparation of lung macrophages 
Lung macrophages (LMs) were isolated by adherence, as previously described [1]. Briefly, 
the fluid collected from several washings of peripheral lung tissues was centrifuged (2000 
rpm for 10 min). The cell pellet was resuspended in RPMI supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum, 2 mM L-glutamine and antibiotics. Resuspended viable cells (106 
per mL) were then aliquoted into either a 12-well plate for transcriptional assays or a 24-well 
plate for cytokine assays. Following incubation for at least 1.5 hours at 37°C in a 5% CO2 
humidified atmosphere, non-adherent cells were removed by gentle washing. The remaining 
cells were maintained at 37°C and 5% CO2 overnight. It has been shown that the adherence 
step does not significantly influence the overall transcriptional changes in alveolar 
macrophages, relative to flow-cytometry-based isolation [2]. 
Preparation of RNA 
Total RNA was prepared using TRIzol® reagent (Life Technologies, Saint Aubin, France), 
according to the manufacturer’s instructions. The RNA’s intactness was determined by 
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running an aliquot of each sample on an ExperionTM automated electrophoresis station (Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France). Next, 1 µg of total RNA was reverse-transcribed using 
SuperScript® III First-strand SuperMix kit (Life Technologies) prior to analysis with specific 
TaqMan® arrays. 
Activation of human lung macrophages 
Lung macrophages were activated by exposure to lipopolysaccharide (LPS), poly(I:C) or 
interleukin (IL)-4. The LPS concentration (10 ng.mL−1) was selected as suboptimal on the 
basis of time-response and concentration-response curves from preliminary experiments [3]. 
The poly(I:C) concentration (10 µg.mL−1) was chosen on the basis of preliminary experiments 
in which it elicited much the same level of cytokine production as LPS 10 ng.mL-1. Activated 
macrophages were produced by exposure to a 10 ng.mL−1 IL-4; this concentration was chosen 
on the basis of (i) literature data from human macrophage models [4, 5] and (ii) preliminary 
experiments in our laboratory [6]. 
Limits of detection for cytokine ELISAs 
The limit of detection was 4 pg.mL-1 for CCL3, 8 pg.ml-1 for CCL17, CCL13 and CCL22, 16 
pg.mL-1 for TNF-α, CCL2, CCL5 and CCL4, and 32 pg.mL-1 for CXCL1, CXCL8 and 
CXCL10. 
 
LPS- and poly(I:C)-induced cytokine production by LMs 
Incubation with LPS or poly(I:C) during 24h was associated with markedly greater production 
of various M1 cytokines (Table  S1)
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Table S1. Effects of LPS and poly(I:C) on the production of M1 cytokines by human LMs.  
 
              
The data are reported as the mean ± SEM of 5 to 16 independent experiments. * indicates a 
significant difference relative to the baseline condition or a significant difference between 
LPS and poly(I:C) (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001). 
 
Inhibitory effect of APN on LPS-induced production of IL-10 
Lipopolysaccharide treatment was associated with elevated IL-10 production (mean ± SEM: 
1245 ± 328 pg.ml-1). The IL-10 production was reduced by APN at 10 µg.ml-1 (682 ± 320 
pg.ml-1, -52%; p<0.05) and 30 µg.ml-1 (502 ± 349 .ml-1, -70%; p< 0.01). 
 
Effect of AdipoRon on cytokine release by unstimulated lung macrophages 
AdipoRon at 50 µM caused a non-significant inhibition (Friedman test followed by Dunns 
test) of  the production of IL-6, CCL3, CXCL-1 and CXCL-8 by unstimulated LMs 
Cytokines 
Baseline 
values 
ng/106 LMs 
With LPS 
10 ng/mL 
With Poly(I:C) 
10 µg/mL 
 
Fold-change 
LPS Poly(I:C) LPS vs. poly(I:C) 
CCL3 1.0 ± 0.5 191.3 ± 57.5* 71.9 ± 14.5* 125 77 ns 
CCL4 4.1 ± 2.1 197.5 ± 0.4* 199.1 ± 30. 4* 97 98 ns 
CCL5 0.07 ± 0.05 2.6 ± 0.8* 3.5 ± 0.3* 118 185 ns 
TNF-a 0.13 ± 0.1 19.5 ± 3.9 *** 8.4 ± 1.8* 332 86 ns 
IL-6 0.35 ± 0.18 81.3 ± 17.1*** 3.5 ± 1.1* 2392 138 * 
CXCL1 
 
8.5 ± 4.0 155.6 ± 22.9*** 7.09 ± 1.6* 184 7 ** 
CXCL8 
 
23.0 ± 2.9 989.6 ± 152.8*** 70.7 ± 15.5* 49 2.1 *** 
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(mean±SEM in the absence vs. presence of AdipoRon 50µM, and mean percentage reduction 
in 4 to 6 independent experiments): IL-6: 950±420 pg.ml-1 vs. 294±176 pg.ml-1, -69%; CCL3: 
2.29±0.22 ng.ml-1  vs 1.83±0.3 ng.ml-1; -15.5%; CXCL1: 21.5±12.6 ng.ml-1  vs. 8.5±6.4 ng 
ml-1, -61%; CXCL8: 39.3±7.8 ng.ml-1 vs. 30.1±6.4 ng.ml-1, -25%. 
 
Figure S1. Composition of batches of Adiponectin, considering their content in different 
isoforms 
1         2           3
HEK293
4                5       6
E. coli
Under non reducing conditions, fractions with HMW, 
hexameric, and trimeric APN migrate in part as a dimer with
an intense band at ~ 60 kDa, suggesting that the large isoforms
of APN are unstable during SDS-PAGE [7, 8]
 
4-20% SDS-PAGE separation of human adiponectin provided by the producer (Biovendor): 
Column 1 and 4: Molecular weight markers - 14, 21, 31, 45, 66, 97 kDa 
Column 2:  APN produced in HEK293, reduced and boiled sample, 2.5 µg/lane 
Column 3: APN produced in HEK293, non-reduced and non-boiled sample, 2.5 µg/lane 
Column 5: APN produced in E. coli batch AP-13-028, non-reduced and non-boiled sample, 
                   2.5 µg/lane 
Column 6: APN produced in E. coli batch AP-16-042, non-reduced and non-boiled sample, 
                   2.5 µg/lane 
The adiponectin produced in HEK293 was inactive or weakly active on LMs. 
E. coli batch AP-13-028 was active on LM 
E. coli batch AP-16-042 was inactive on LM 
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Résultats complémentaires de l’article n°2 
 
1° Caractérisation de la forme d’adiponectine produite au niveau pulmonaire  
 
L’adiponectine est produite sous différentes formes : forme globulaire, monomère de forme 
longue ou multimères de plus ou moins haut poids moléculaire. La conformation de la 
protéine dépend des modifications post transcriptionelles qui ont lieu dans le réticulum 
endoplasmique et qui déterminent sa structure tridimensionnelle ainsi que les interactions 
entre monomères. La forme de haut poids moléculaire (environ 200 kDa) semble 
prédominante dans la circulation car moins sensible aux enzymes protéolytiques (446) ; elle 
est également plus importante en proportion chez la femme que chez l’homme (447) (448). 
Waki et al. ont été capables de séparer en Western Blot (SDS-page et immunomarquage) les 
différentes isoformes présentes dans du sérum humain. Les résultats dépendent des conditions 
expérimentales puisque le chauffage et les réactifs utilisés pour la réduction modifient la 
structure tridimensionelle de l’adiponectine (Figure 23). En condition réductrice et chauffage, 
seule le monomère à 28-30 kDa apparaît. L’utilisation soit du chauffage seul soit des 
réducteurs seuls, sélectionne les formes dimères-trimères vers 60 kDa. Enfin, la condition non 
réductrice sans chauffage permet de faire apparaître les formes de plus haut poids moléculaire 
au-delà de 100k Da (448).  
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Figure 23. Isoformes d’adiponectine présente dans du sérum humain. 
D’après Waki et al. J biol chem 2003 (448) 
 
Séparation des isoformes par SDS-PAGE puis immunoempreinte.  
Le tampon pour les conditions réductrices était constitué de 3% de SDS, 50 mm de Tris-HCl 
pH 6,8, de 5% de 2-mercaptoéthanol et de 10% de glycérol. Pour la réduction complète de 
l'échantillon de sérum, du dithiothréitol de 10 mm a également été ajouté au tampon. Pour les 
conditions non réductrices, le 2-mercaptoéthanol a été exclu du tampon d'échantillon décrit ci-
dessus. L'échantillon a été mélangé avec un tampon d'échantillon 5 x et incubé pendant 1 
heure à la température ambiante. Pour la dénaturation thermique, les échantillons ont été 
chauffés à 95 ° C pendant 10 min, sauf indication contraire. 
 
 
Par contre, il y a très peu de données sur la proportion des isoformes d’adiponectine au sein 
des tissus, notamment pulmonaire. Chez la souris, la forme de haut poids moléculaire 
prédomine dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire (255). Chez l’homme, les 
concentrations d’adiponectine dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire ne sont pas 
corrélées à celles dans le sang (256). Il pourrait y avoir une disparité concernant la proportion 
des isoformes d’adiponectine entre la circulation sanguine et le poumon. Cela pourrait 
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s’expliquer par des propriétés de modifications post-transcriptionnelles spécifiques au 
poumon ou encore par un transport sélectif d’une isoforme en particulier de la circulation 
sanguine vers le poumon.  
Dans nos expériences, nous avons mis en évidence une production locale d’adiponectine par 
le parenchyme pulmonaire humain. Nous avons tenté d’identifier les isoformes en présence.  
Pour cela, nous avons recueilli des extraits protéiques issus de broyat de parenchyme 
pulmonaire séparés par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS puis 
immunomarquage (voir matériel et méthodes). Deux gels de concentrations différentes 
d’acrylamide ont été utilisés (un gel de concentration de 5 à 12% et un gel de concentration 
10%) pour permettre le dépôt de protéines de haut poids moléculaire. Plusieurs conditions ont 
été étudiées : dénaturation par du 2βmercapto-éthanol à 5% et / ou à 70°C pendant 10 minutes 
et sans dénaturation de la protéine (ni 2βmercapto-éthanol ni chauffage). Les résultats obtenus 
à partir de parenchyme pulmonaire ont été comparés à ceux issus de sérum de donneurs 
volontaires (Figure 24).  
Que ce soit dans le sérum ou dans le poumon, en condition dénaturante, nous avons obtenu 
deux bandes bien différenciées à 18 et 30 kDa, ce qui correspondrait à la forme globulaire et 
au monomère d’adiponectine, respectivement. Une bande moins nette semble apparaître aux 
alentours de 60 kDa, qui correspondrait au trimère d’APN. 
Par contre, nous avons échoué à mettre en évidence, dans le sérum et dans le poumon, des 
formes de plus haut poids moléculaires en utilisant des conditions non dénaturantes. Ceci est 
en contradiction avec les publications précédentes dans le sérum humain. 
La sensibilité de notre technique est à remettre en cause, la qualité du gel ne permettant peut-
être pas de faire migrer des protéines de haut poids moléculaire, même si nous avons utilisé 
deux gels de mailles différentes. Ces expériences seront à compléter en séparant les 
constituants protéiques par une étape préalable de chromatographie d’élution.  
  
 136 
97
64
51
39
28
19
14
1 2 3 4
 
Figure 24.  Isoformes d’adiponectine dans du sérum (colonnes 1 et 2) et dans du 
parenchyme pulmonaire humain (colonnes 3 et 4), séparées par électrophorèse SDS-page + 
immunomarquage en conditions dénaturantes (colonnes 2 et 4) et non dénaturantes (colonnes 
1 et 3). 
Colonnes 1 : Western Blot (WB) à partir de broyat de parenchyme pulmonaire en condition 
non dénaturante (sans chauffage ni traitement par 2βmercapto-éthanol) 
Colonne 2 : WB à partir de parenchyme pulmonaire en condition dénaturante (chauffage + 
2βmercapto-éthanol) 
Colonne 3 : WB à partir de sérum humain en condition non dénaturante (sans chauffage ni 
traitement par 2βmercapto-éthanol) 
Colonne 4 : Colonne 2 : WB à partir de sérum humain en condition dénaturante (chauffage + 
2βmercapto-éthanol) 
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2° Effet des autres adipokines sur la polarisation des macrophages pulmonaires humains 
 
Nous avons cherché à évaluer les effets d’autres adipokines sur la production de cytokines par 
des macrophages pulmonaires. Nous nous sommes intéressés aux adipokines qui semblent 
impliquées dans les phénomènes inflammatoires respiratoires : leptine, visfatine, chémérine.  
Comme décrit dans l’introduction générale, les effets de ces adipokines sur les monocytes-
macrophages sont discordants et varient selon la préparation cellulaire étudiée. 
Dans un premier temps, nous avons mesuré la concentration de ces trois adipokines dans les 
surnageants de parenchyme pulmonaire (n=10). Les concentrations étaient mesurées à  
 - leptine : 0,31±0.05 ng/ml pour 100 mg parenchyme, soit une concentration estimée à 9,3 
ng/g tissu interstitiel (après ajustement au volume de culture (3ml) et de l’explant 
(100mg=0,1ml)). 
- chémérine : 17,2±1,6 ng/ml pour 100 mg parenchyme soit 516 ng/g tissu interstitiel. 
- visfatine : 5,4±0,4 ng/ml pour 100 mg parenchyme soit 162 ng/g tissu interstitiel.  
Ces concentrations étaient bien moins importantes que celle de l’adiponectine (6,1 µg/ml). De 
toutes les adipokines étudiées, seule la visfatine était dosable dans les surnageant de 
macrophages pulmonaires humains.  
La leptine a montré un effet stimulant sur la production de TNF-a, IL-6, CCL3, CCL5, 
CXCL8 à l’état basal mais seulement pour la plus forte concentration utilisée (1000 ng/ml) 
(Figure 25). Au vue des concentrations sériques connues de leptine et celle mesurée dans les 
parenchymes pulmonaires humains, cette concentration de 1000 ng/ml ne parait pas 
correspondre à une situation physiologique. Par ailleurs la leptine n’avait aucun effet sur la 
production induite par le LPS de ces mêmes cytokines.  
De même, nous n’avons retrouvé aucun effet de la visfatine ni de la chémérine sur la 
production des cytokines par les macrophages pulmonaires humains non stimulés ou stimulés 
par du LPS (Figure 25). 
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Figure 25. Production de TNF-a, IL-6, CCL3, CCL5, CXCL8 par des macrophages 
pulmonaires humains en présence de leptine (A), visfatine (B) et chémérine (C) +- LPS 
 
Après 24h de culture, les macrophages pulmonaires (n=3-6) étaient traités par de la leptine (1-
1000 ng/ml), de la chémérine (10-1000 ng/ml) ou de la visfatine (5-500 ng/ml). Une heure 
après était ajouté le LPS à la concentration de 10 ng/ml. Les surnageants étaient récupérés 
après 24h de culture en présence de ces traitements et les concentrations de cytokines-
chimiokines étaient mesurées par dosage ELISA. 
* p< 0,05  ** p<0,01 ***p< 0,001 
 
 
3° Rôle respectif des récepteurs de l’adiponectine 
 
Les deux principaux récepteurs à l’adiponectine sont AdipoR1 et AdipoR2, auxquels se 
rajoute la T-cadhérine qui peut fixer l’APN à la surface de  certaines cellules (157) (158).  
Même s’ils ont une expression ubiquitaire, AdipoR1 et R2 présentent quelques spécificités 
d’expression et d’affinité, en fonction du type de tissu étudié. AdipoR1 est par exemple plus 
exprimé dans le muscle squelettique et AdipoR2 majoritaire dans le foie. AdipoR1 présente 
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une affinité forte pour la forme globulaire d’adiponectine alors que AdipoR2 lie 
indifféremment forme globulaire et forme longue. 
L’expression et le rôle relatif des récepteurs d’APN dans le tissu pulmonaire humain sont très 
peu connus. Dans notre modèle, nous avons montré que les deux récepteurs étaient exprimés 
par des macrophages pulmonaires humains, AdipoR1 étant le plus abondant des deux. 
L’expression d’AdipoR1 comme celle d’AdipoR2 étaient stimulées par le LPS (voir résultats 
article n°2 Figure 2). 
En complément, nous avons étudié leur rôle respectif dans l’effet inhibiteur de l’APN sur la 
production LPS-induite de cytokines par les macrophages pulmonaires. Pour cela, nous avons 
inactivé successivement ou de façon concomitante chacun des deux récepteurs par des siRNA 
spécifiques (voir matériel et méthodes). Pour chaque expérience comprenant un siRNA, la 
réduction d’expression du récepteur considéré a été vérifiée par RT-qPCR. 
L’APN à 10 µg/ml a un effet inhibiteur sur la production LPS-induite de TNF-α, CCL2, 
CCL3, CXCL1 et CXCL8. Lorsque l’on inactive AdipoR1, l’effet inhibiteur d’APN persiste 
sur la sécrétion LPS-induite de TNF-a et CCL2 ; par contre il disparait lorsque l’on inactive 
AdipoR2 ou AdipoR1+R2 (Figure 26). Ceci suggérerait que l’effet inhibiteur d’APN passe 
par AdipoR2. Cependant les résultats ne sont pas les mêmes en ce qui concerne la production 
de CCL3, CXCL1 et CXCL8, qui reste inhibée quel que soit le type de récepteur inactivé. Par 
ailleurs, la production de ces cytokines reste inhibée même en cas d’inactivation concomitante 
d’AdipoR1+R2, ce qui suggère probablement que les siRNA ne permettent de réduire 
suffisamment le nombre des récepteurs pré-exprimés à la membrane dans les délais 
expérimentaux ou peut-être l’implication d’un autre type de récepteur (T-cadhérine ?) (Figure 
26). 
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Figure 26. Dosage des cytokines-chimiokines TNF-a (A), CCL2 (B), CCL3 (C), CXCL1 
(D), CXCL8 (E) dans les surnageants de macrophages transfectés par des siRNA 
AdipoR1 et AdipoR2 
 
Une solution contenant un minimum de 5.106 macrophages a été reprise dans 100 µL de la 
solution Nucleofector® II supplémentée de 300 nM de siRNA spécifique du gène cible (Si 
RNA AdipoR1, Si RNA AdipoR2) ou d’un contrôle négatif appelé « Si neg ». Le programme 
de transfection appliqué aux macrophages est défini par l’Amaxa® Human Macrophage 
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Nucleofector® Kit. Une fois la transfection réalisée, les macrophages sont repris et cultivés 
dans du RPMI complet à 10% de SVF). Le lendemain, ont été ajoutés de l’adiponectine à 10 
µg/ml puis du LPS (10 ng/ml) 1 heure après. Les surnageants et cellules ont été récupérés 
pour dosages ELISA des cytokines-chimiokines après 24h de culture. 
Résultats exprimés en pg/106 macrophages, moyenne +- sem de 4 à 7 expériences 
indépendantes. 
* p< 0,05  ** p<0,01 ***p< 0,001 
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Discussion de l’article n°2 
Dans cette étude, nous avons exploré le rôle des adipokines (adiponectine, leptine, visfatine et 
chémérine) dans la régulation de l’activité des macrophages pulmonaires.  
L’originalité principale de ce travail est d’utiliser un modèle humain de macrophages 
différenciés dans un environnement tissulaire pulmonaire. Ceci permet de se rapprocher au 
plus près de la physiologie humaine, car il existe des différences importantes inter espèces et 
entre différents sous-types de macrophages (macrophages résidents versus MDM).  
Nous avons montré que ces quatre adipokines étaient présentes au sein du parenchyme 
pulmonaire humain, l’adiponectine étant de loin la plus abondante. La concentration d’APN 
était inversement corrélée à l’IMC du patient, en cohérence avec ce qui est observé pour les 
concentrations sériques d’APN. Parmi les formes d’APN présentes, nous avons réussi  
identifier la forme globulaire, le monomère et le trimère d’APN (18, 30, 60 kDa 
respectivement). L’absence de formes de plus haut poids moléculaire pourrait être dû à un 
défaut de sensibilité de la technique utilisée (WB). Néanmoins, dans nos expériences in vitro, 
nous avons montré que les seuls lots d’APN efficaces sur les macrophages pulmonaires 
étaient ceux produits par E. Coli comprenant la forme trimèrique (voir supplemental data 
article n°2). L’APN produite par le parenchyme pulmonaire humain, qui comprend également 
une forme trimèrique, serait donc bien susceptible d’exercer son action de facon paracrine sur 
les macrophages pulmonaires, ces derniers ne produisant pas d’APN.  
 
Parmi les quatre adipokines d’intérêt, l’APN est celle qui exerce l’effet le plus significatif sur 
les macrophages pulmonaires humains. En effet la leptine induit la sécrétion de TNF-a, IL-6, 
CCL3, CCL5, CXCL8 par des macrophages non stimulés mais seulement à sa plus forte 
concentration de 1000 ng/ml, ce qui est bien au-delà des taux physiologiques connus. La 
visfatine et la chémérine n’ont aucun effet sur la production de cytokines-chimiokines par les 
macrophages pulmonaires. A l’inverse, nous avons montré que l’APN exercait un effet anti-
inflammatoire puissant en réduisant, de façon concentration-dépendante, la production induite 
par du LPS et du Poly (I:C) de TNF-a, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL1, CXCL8, CXCL10  
ainsi que la production induite par l’IL-4 de CCL13, CCL17 et CCL22.  
Des résultats préliminaires suggéreraient que l’AdipoR2 serait le récepteur préférentiellement 
impliqué dans l’effet inhibiteur d’APN sur la production de cytokines par les macrophages 
pulmonaires, du moins pour certaines cytokines (TNF-a, CCL2 par exemple). D’autres 
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travaux sont nécessaires pour explorer les voies de transduction induites par APN dans les 
macrophages pulmonaires humains. 
Globalement, ces travaux montrent que l’APN agit au sein du parenchyme pulmonaire 
humain en maintenant les macrophages dans un état quiescent et en prévenant une réaction 
inflammatoire dysproportionnée. Un agoniste synthétique des AdipoR,  l’AdipoRon, a montré 
des effets similaires à ceux de l’APN recombinante. Ceci ouvre la voie au développement de 
molécules pharmacologiques ciblant les récepteurs à l’APN pour le contrôle des maladies 
bronchiques chroniques inflammatoires. 
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Introduction de l’article n°3 
 
Les cellules épithéliales bronchiques sont les premières cibles des particules inhalées 
exogènes : virus, bactéries, allergènes, particules fines…  
Elles jouent un rôle essentiel en tant première ligne de défense du système respiratoire, par 
leurs propriétés physiques de barrière à la pénétration des agents inhalés, de clairance muco-
ciliaire et par la production de peptides antimicrobiens (défensines, lactoferrine, lyzozyme…) 
(449) (450). Elles orchestrent également la réponse immunitaire en recrutant des cellules 
phagocytaires et lymphocytes par la production d’un panel de cytokines-chimiokines 
(CXCL8, IL-6, TNF-a, CXCL1…) et de médiateurs lipidiques (15-HETE, PGE2).  
Les pathologies bronchiques chroniques telles que l’asthme s’accompagnent d’une 
inflammation chronique des voies aériennes dont l’origine provient en partie d’une 
augmentation de production par les cellules épithéliales de cytokines ou médiateurs pro-
inflammatoires, tels que IL-6, TSLP, IL-33. Celles-ci sont importantes pour le recrutement et 
l’orientation de cellules immunitaires de type Th2.  
L’obésité est associée à une prévalence accrue de maladies respiratoires bronchiques, une 
augmentation du risque infectieux respiratoire et une dérégulation dans la production 
d’adipokines et médiateurs inflammatoires.  
Après avoir exploré le lien entre adipokines et macrophages pulmonaires, nous nous sommes 
intéressés à l’effet de celles-ci sur les cellules épithéliales bronchiques puisque ce type 
cellulaire apparait aussi important dans l’orientation de la réponse immunitaire innée 
pulmonaire et la régulation de l’inflammation bronchique.  
Pour cela, nous avons isolé les cellules épithéliales bronchiques à partir des explants 
bronchiques obtenus des pièces opératoires pulmonaires. Nous avons cultivé ces cellules 
immergées en phase liquide puis les avons traitées par des adipokines (adiponectine, leptine, 
chémérine, visfatine) à concentration variable, avec ou sans stimulation par du TNF-a. Nous 
avons mesuré, dans les surnageants de culture, les concentrations de cytokines et chimiokines 
(TNF-a, IL6, CCL2, CCL5, CCL20, CXCL8) en réponse à ces différents stimuli. Nous avons 
également mesuré la production d’adiponectine par des explants de bronches en culture et 
vérifié l’expression des récepteurs AdipoR1 et R2 sur les cellules épithéliales bronchiques 
humaines.  
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ABSTRACT 
BACKGROUND: Obesity is associated with an elevated risk of respiratory infections and 
inflammatory lung diseases. 
OBJECTIVE: To investigate (i) the effects of adipokines (adiponectin (APN), leptin, 
chemerin, and visfatin) on the production of inflammatory cytokines by unstimulated and 
TNF-a activated human primary bronchial epithelial cells (hBEC), (ii) the expression of the 
APN receptors AdipoR1 and AdipoR2, and (iii) the production of adiponectin by hBEC. 
METHODS: Human bronchial epithelial cells were isolated from patients undergoing surgery 
for carcinoma. The hBEC were cultured with human recombinant adipokines, in absence or 
presence of TNF-a for 24 h. Cytokines (IL-6, CCL2, CCL5, CCL20, CXCL1, CXCL8) or 
APN released by hBEC were measured using ELISAs, and mRNA levels of AdipoR1 and 
AdipoR2 in hBEC were determined using real-time quantitative PCR. 
RESULTS: Among the four adipokines, only APN significantly alters the basal production or 
the TNF-a-induced production of cytokines by hBECs. APN (3-30 µg.mL-1) caused a 
decrease in the basal and TNF-a-induced production of CCL2 and CXCL1, but an increase in 
the basal production of IL-6, CCL20 and CXCL8, with no alteration of the CCL5 production. 
AdipoR1 and AdipoR2 were both expressed in hBEC. In contrast with bronchial explants, 
isolated hBECs did not produced APN. 
CONCLUSIONS: Among four classical adipokines, only APN modulates the production of 
inflammatory cytokines by hBECs.  
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KEYWORDS: adiponectin, obesity, human bronchial epithelial cell, receptors, cytokine. 
 
ABBREVIATIONS 
APN: adiponectin 
BMI: body mass index 
IL: interleukin 
LPS: lipopolysaccharide 
TLR: toll-like receptor 
AdipoR: adiponectin receptor 
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Introduction 
About 800 millions individuals are obese and more than 1.5 billions are overweight globally. 
A high bodymass index (BMI) is a risk factor for an expanding set of chronic diseases (1) (2) 
(3). In addition,	many obese patients suffer from respiratory symptoms. Particularly, obesity is 
a contributing factor to a high respiratory tract infection burden (4) (5); it  was identified as a 
risk factor for severe influenza during the H1N1 influenza pandemic (6) (7) (8). Furthermore, 
epidemiological studies have demonstrated that (i) asthma is more likely to occur in obese 
individuals, and (ii) obese people with asthma experience more severe symptoms, worse 
quality of life, and increased healthcare use (9). A causal association is suggested by the fact 
that obesity usually precedes asthma and that bariatric surgery for morbid obesity decreases 
the severity and extent of asthma symptoms (10) (11). 
The overall impact of obesity on lung function appears multifactorial, related to mechanical 
and inflammatory aspects of obesity (9)(4). Obese individuals exhibit an increase in 
circulating inflammatory mediators. These mediators originate in adipocytes and activated 
macrophages in adipose tissue, in direct proportion to tissue mass and are collectively known 
as adipokines. These adipokines could alter lung function in a variety of ways, including 
through activation of vascular endothelial cells, airway fibroblasts, airway smooth muscle 
cells or airway epithelial cells (12) (13).  Most of the adipokines such as tumor necrosis factor 
TNF-α, interleukin IL-6, IL-1β, leptin and resistin are pro-inflammatory, and a small number 
of adipokines, including adiponectin (APN), are decreased by obesity and generally exhibit 
anti-inflammatory properties and protective functions against obesity-related diseases. 
Collectively, the imbalance in the production of pro- and anti-inflammatory adipokines in the 
obese conditions results in multiple complications including asthma (14) (15).  
The airway epithelium acts as a frontline defense against foreign agents, such as allergens, 
viruses, or pollutants, not only as a physical barrier and through the mucociliary apparatus but 
also through its immunological functions.	 The ability of the bronchial epithelium to control 
the balance of inhibitory and activating signals is essential for orchestrating appropriate 
inflammatory and immune responses and control the resolution of inflammation during tissue 
repair (16). Influenza viruses infect the airway epithelium and trigger both innate and adaptive 
immune responses that are crucial for efficient antiviral responses. The interaction between 
respiratory viruses and airway epithelial cells results in production of antiviral substances, 
cytokines and chemokines, which recruit inflammatory cells and influence adaptive immunity 
(17) (18) (19).With respect to asthma, the evidence for epithelial dysregulation is compelling 
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and the consensus between each asthma endotype is that the initiating trigger occurs at the 
bronchial epithelia (19) (16). 
Considering the important role of the epithelium both in respiratory tract viral infections and 
asthma and the compounding factor of obesity in these diseases, the aim of the present study 
was to investigate (i) the effects of adipokines (adiponectin (APN), leptin, chemerin, and 
visfatin) on the production of cytokines by unstimulated and TNF-α activated human primary 
bronchial epithelial cells (hBEC), (ii) then to study the expression of the adipokine’s receptors 
involved, and (iii) finally to assess the production of the relevant adipokines by hBEC. 
 
Methods 
Materials 
The antibiotics (penicillin-streptomycin-gentamycin-vancomycine-amphotericin-ceftazidim), 
DMSO, L-glutamine, heat-inactivated foetal calf serum (FCS), protease (bovine pancreas), 
HEPES and LPS (from Escherichia coli serotype 0111:B4, batch 029K4022) were purchased 
from Sigma (St.Louis, MO, USA). Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium, 
Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM) High Glucose medium and bovine serum 
albumin were from Eurobio Biotechnology (Les Ulis, France). Bronchial Epithelial cell 
Growth Medium BEGM (with growth factors and antibiotics) and Mycozap were purchased 
was from Lonza (Walkers Ville, MD USA). Trypsin 0.25% EDTA was from Gibco®. Culture 
flasks for epithelial cell culture were from TPP® and pre-coated culture flask were from 
Corning®. All the other cell culture plastics were from CML (Nemours, France).  
Human recombinant Tumor Necrosis Factor (TNF) was from R&D systems®. Full-length 
human recombinant adiponectin, produced by E Coli, was purchased from Biovendor© and 
was solubilized in RPMI. Human recombinant leptin, visfatin and chemerin were also all E 
coli-derived. Leptin and chemerin were purchased from R&D systems®, visfatin from 
PeproTech®. 
 
Tissue preparation  
The use of resected lung tissue for in vitro experiments was approved by the local institutional 
review board (Comité de Protection des Personnes Ile de France VIII, Boulogne-Billancourt, 
France). Lung tissue samples were obtained from 15 patients (9 males and 6 females; 
smoker/ex-smoker/non smoker: 7/5/2; mean ± standard error (SD) age: 62.3 ± 9.7 years; 
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FEV1 = 89.5 ± 31 %; pack-years: 36.5 ± 19; FEV1/FVC ratio: 0.76 ± 0.16) undergoing 
surgical resection for lung carcinoma and who had not received prior chemotherapy. Tissue 
dissection was performed to obtain bronchial rings, by starting at the main bronchus to the 4th 
or 5th level of bronchial division. Bronchial segments were excised after removal of adhering 
lung parenchyma and connective tissue and either immediately crushed for ARN extraction or 
cultured during 24h in culture plate with RPMI supplemented with L-glutamine, 10% FCS 
and antibiotics before supernatants were recovered for adiponectin measurement.  
 
Isolation and culture of human bronchial epithelial cells 
The proximal segmental bronchi were placed in DMEM High Glucose supplemented with L-
glutamine, 10% FCS, Hepes, antibiotics and antifungal drugs (penicillin, streptomycin, 
gentamycin, vancomycin, amphotericin, ceftazidim and mycozap) and were stored at +4°C 
during at least three days. Bronchial mucus was removed and the bronchus was cut lengthwise 
before protease was added (10 mg/ml) during one night at +4°C. The day after, the inside of 
the bronchus was gently scratched in order to detach cells in the culture medium which was 
then centrifuged. The cell pellet was resuspended in 30 ml of DMEM High glucose 
supplemented and placed in a culture flask during 2 hours at 37°C-5% CO2. Only the 
supernatant was recovered and replaced in a pre-coated culture flask. The day after and every 
two days, the culture medium was changed with 15 ml DMEM High Glucose without 
antibiotics and 15 ml BEGM. When the cells were confluent (after ~7 days of culture), they 
were detached with trypsin, centrifuged and resuspended with BEGM-DMEM medium in a 
24-well plate (1 ml per well). 
Treatment of bronchial epithelial cells 
When the cells were confluents, the 24-well plates were washed and 1 mL of fresh medium 
was added per well (RPMI supplemented with glutamine, antibiotics and 1% FCS for 
macrophages or BEGM-DMEM for epithelial cells). Full-length recombinant adiponectin 
from E. Coli (3-10-30 µg/ml), leptin (1-1000 ng/ml), visfatin (5-500 ng /ml) or chemerin (10-
1000 ng/ml) were then added in culture medium. The human bronchial epithelial cells 
(hBECs) were treated with TNF-a at the concentration of 50 ng/ml one hour after exposure to 
adipokines. Following a 24 h incubation period, cell culture supernatants were collected and 
stored at -80°C for later analyses. 
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Chemokine and Cytokine Assays.  
The production of selected chemokines and cytokines was assessed by measuring their 
concentrations in the hBECs supernatants with ELISA (Duoset Development System), 
according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems Europe, Lille, France). The 
detection limits of these assays were 4 pg.mL-1 for CCL3, 8 pg.mL-1 for CCL2, 9 pg.ml-1 for 
IL-6 and 16 pg.mL-1 for CCL20, CXCL1, CCL5 and CXCL8. 
The dosages of APN in the supernatants of bronchial segments and hBECS were performed 
with a Human total Adiponectin Immunoassay Quantikine from R&D Systems (detection 
limit was 0.246 ng/ml). 
 
Reverse Transcriptase – Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) Analysis.  
The RT-qPCR studies were conducted either on hBECs or on bronchial segments crushed and 
homogenized in TRIzol® reagent immediately after dissection, using a ball mill TissueLyser 
LT (Qiagen Courtaboeuf, France). Total RNAs were extracted from homogenates of human 
bronchi by a method derived from that of Chomczynski and Sacchi (20). The amount of RNA 
extracted from hBECs or bronchi was estimated by spectrophotometry at 260 nm 
(Spectrophotometer Biowave DNA; Biochrom, Cambridge, England), and its quality assessed 
by a microfluidic electrophoresis system (RNA Standard Sensitivity kits for Experion®, 
BioRad, Marnes-la-Coquette, France). After a DNase step (DNase I, Life Technologies), 1 µg 
of total RNA was subjected to reverse transcription (SuperScript® III First-Strand SuperMix 
kit, Life Technologies). The resulting cDNA was then used for quantitative real-time PCR 
experiments with TaqMan® chemistry (Life Technologies). The amplification was carried out 
using 20 ng cDNA (Gene Expression Master Mix, Life Technologies) in a StepOnePlus 
thermocycler (Life Technologies). The conditions were as follows: initial denaturation at 
95°C for 10 min followed by 40 cycles of annealing / extension (95°C for 15 s, then 60°C for 
1 min). Fluorescence was measured at each cycle and the threshold cycle (Ct) of the real-time 
PCR was defined as the point at which a fluorescence signal corresponding to the 
amplification of a PCR product was detectable. The reaction volume was set at 10 µL. 
Specific TaqMan® arrays based on predesigned reagents (AdipoR1: Hs01114951_m1; 
AdipoR2: Hs00226105_m1, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) were used to analyze 
AdipoR1 and AdipoR2 transcripts. The housekeeping gene coding for hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase (HPRT1: Hs99999909_m1) was used for signal normalization. 
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Statistical Analysis.  
Data are expressed as means ± S.E.M per 106 epithelial cells, means ± S.E.M per 100 mg lung 
tissue or means ± S.E.M per mL, as appropriate. The relative expression of mRNAs was 
calculated according to the 2(-ΔCt) method (21). 
Statistical analyses used one-way repeated measures ANOVA followed by Bonferroni’s 
posttests or t-test for mRNA expression. These analyses were performed using GraphPad 
Prism® Version 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Significance was 
defined as p< 0.05. 
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Results 
 
Effects of adipokines on cytokine production by human bronchial epithelial cells  
Adiponectin (3-10-30 µg/ml) exerted a dual effect on the production of cytokine by hBECs 
reducing the production of CXCL1 and CCL2 in a concentration-dependent manner while 
weakly inducing the production of CXCL8 and IL-6 at the highest concentration. Adiponectin 
did not alter the very weak basal production of CCL5. At the highest concentration of APN 
(30 µg/ml), the production of CXCL1 and CCL2 was reduced by -50 ± 27 % and -66 ± 32% 
respectively; and the production of CCL20, CXCL8 and IL-6 was increased by +385 ± 217%, 
+61 ± 43% and +165 ± 131 %, respectively (Table 1, Figure 1).  
The exposure of hBECs to TNF-a increased the production of CXCL1 by 1.3 fold over the 
basal production, and by 5.9-fold for CCL2, 1.5-fold for CXCL8, 3.9-fold for IL-6, 3,6-fold 
for CCL20 and 5,1-fold for CCL5. Adiponectin inhibited the TNF-a-induced production of 
CXCL1 and CCL2 whereas it had no significant effect on the TNF-a-induced production of 
IL-6, CXCL8, CCL5 and CCL20 (Table 1, Figure 1). 
The hBECs were also treated with a range of concentrations of leptin, visfatin and chemerin. 
These three adipokines had no significant effect on the production of IL-6, CCL2, CCL5, 
CCL20, CXCL1, and CXCL8 by unstimulated or TNF-a stimulated hBECs (Table 2, Figure 
2).  
 
Expression of AdipoR1 and AdipoR2 by human bronchial epithelial cells and bronchial 
explants 
The transcripts of the two subtypes of AdipoRs were detectable in hBECs as well as in the 
ARN extracted from the human bronchial segments (Figure 3). The expression of AdipoR1 
was about 4-fold and 10-fold higher than AdipoR2 in hBECS and bronchial explants, 
respectively.  
 
Production of APN by human primary bronchial epithelial cells and bronchial explants 
In the supernatants of human bronchial explants, APN was measured at a concentration (mean 
± SEM) of 28.8 ± 3 ng.ml-1 per 100mg (n=12) but was undetectable in the supernatants of 
hBECs (n= 7).	This concentration, adjusted to volume of the culture medium (2,5ml) and the 
bronchial explants volume (100 mg ≈ 0.1 mL) would correspond to an estimated 
concentration of 0.72 µg/g of bronchial tissue. 
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Discussion 
In this study, we have investigated the effect of adipokines on hBECs, highlighting the 
expression of the AdipoRs and a dual effect of APN on the cytokine production. The APN 
stimulated the production of IL-6, CCL20 and CXCL-8 but decreased the production of 
CXCL1 and CCL2, with no alteration of the production of CCL5. In addition, we have found 
that APN was produced by bronchial explants but not by isolated hBECs. Production of APn 
by bronchial explants was 10 fold less important than that from pulmonary parenchyma 
explants reported in previous work from our laboratory (6.1 µg.g-1 of lung tissue) [Salvator et 
al. in press]. 
There are few reports on the effect of adipokines on cytokine release from lung epithelial cells 
and these reports have brought variable results. Nigro et al. showed that a full-length APN (5 
and 50 µg/ml during 14 hours) did not influence the mRNA expression of CXCL-8, CCL-2 
and IL-6 but enhanced the IL-10 mRNA expression in the A549 human alveolar basal 
epithelial cell line (22). However, Miller et al. demonstrated in the same cell line that the C-
terminal globular fragment of APN (1 µg/ml during 24 hours) significantly induced CXCL-8 
release (23). Likewise, Chen et al. reported that a full-length APN upregulated cytosolic 
phospholipase A2 and cyclooxygenase-2 in the A549 cell line (24). The A549 cell line is a 
hypotriploid human cell line initiated through explant culture of lung carcinomatous tissue 
and used as a type II pulmonary epithelial cell model.  
In contrast with these results in the A549 cell line, Cheng et al. (25) showed that both the full-
length and globular forms of APN (5-20 µg/ml) concentration-dependently inhibited the 
expression of TNF-α and CXCL-8 induced by cigarette smoke extract in human bronchial 
epithelial cells (16HBECs). In the present study with primary hBECs, a treatment with APN 
differently regulated the production of cytokines. APN upregulated the basal production of 
CCL20, CXCL8 and IL-6 (without enhancing their production in TNF-a stimulated cells) but 
down-regulated the basal and the TNF-a-induced production of CXCL1 and CCL2. APN did 
not alter the very weak basal and TNF-a-induced production of CCL5. In addition to its 
regulatory effects on the production of cytokines, APN could have a protective role for 
alveolar epithelial cells (A549 cells) by counteracting the cytotoxic effects induced by TNF-a 
and IL-1b and regulating the viability of the cells (22), and also for bronchial epithelial cells 
by regulating proliferation, wound repair and apoptosis (28).  
TNF-a was chosen to stimulate the hBECs because it was previously reported to increase the 
production of cytokine on this cell type (IL-1b, TNF-a, IL-6, CXCL-8, and TSLP) and was 
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known to promote epithelial barrier dysfunction (26). In contrast, LPS (a TLR4 agonist) did 
not cause an increase in the cytokine production by hBECs ((27) and data not shown from our 
lab). An alternative to the use of TNF-a would have been the TLR3 agonist, Poly(I:C) (27) 
but we did not find differences between these two stimuli on hBECs for the cytokines 
measured in the present study (data not shown). 
In studies with A549 epithelial cells, AdipoR1 (but not AdipoR2) was strongly expressed by 
the cells stimulated with TNF-a as assessed by RT-PCR, immunohistochemistry, and 
Western blot while unstimulated A549 cells did not express AdipoR1 (10). In two different 
studies, the two subtypes of AdipoRs were demonstrated at mRNA and protein level in A549 
cells and in two other human lung cell lines, SW-1573 and Calu-3 (22) (24). However, 
immunohistochemistry studies of lung sections from patients with COPD demonstrated that 
airway epithelial cells expressed significant levels of AdipoR1 but not AdipoR2 (10). The 
immortalized human bronchial epithelial cell line (16HBE14o) expresses both AdipoRs but 
the expression of AdipoR1 was greater than AdipoR2 (28). Similarly, in the present study, we 
demonstrated that the expression of AdipoR1 was greater than AdipoR2 in hBECs. 
We also showed that APN was produced by human bronchial explants but not by latter’s 
constituent hBECs. In contrast, immunohistochemistry studies of lung sections from patients 
with COPD (but not in non-COPD control subjects) suggested that distal airway epithelial 
cells expressed significant levels of APN as opposed to alveolar cells (10). The apparent 
discrepancy between our results on isolated hBECs and the results of this immunohistology 
study (10) is likely explained by differences in the population of patients studied, non-COPD 
patients (present study) versus COPD (10), and may be also partly explained by differences in 
the methods - dosage by ELISA on hBECS isolated from proximal bronchi and cultured for 
ten days versus immunostaining of the epithelium of distal airways (10). The APN produced 
by bronchial explants (present study) may not therefore originate from the bronchial epithelial 
cells. In a previous study from our laboratory (Salvator et al. in press), we showed that APN 
was also produced by human lung parenchyma explants but not by the lung macrophages. In 
this latter study, after taking account of dilution in the culture medium, the estimated APN 
concentration in lung tissue was close to the range found in the blood (5-20 µg.ml-1) and to 
the concentrations of recombinant APN found to modulate cytokine production by hBECs 
(present study). The identification of the cell types involved in the production of APN in lung 
tissue was beyond the scope of the present study. However, our results demonstrate that the 
APN locally produced by lung parenchyma and bronchus may result in paracrine effects on 
epithelial cells or macrophages. Indeed, we have previously shown that APN acts as an anti-
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inflammatory agent reducing the production TNF-a, IL-6 and chemokines by human lung 
macrophages after a stimulation by LPS, Poly I:C or IL-4 (Salvator H. et al., in press). 
Adiponectin is not the only adipokine synthetized by the lung. Leptin is reportedly 
synthetized by bronchial epithelial cells and alveolar type II pneumocytes (29) (30) and 
chemerin is expressed (transcript and protein) by the epithelium of the bronchioles in mice 
(31). In the present study, leptin, visfatin and chemerin did not modulate the production of 
cytokines by hBECs. Similarly, no effects of leptin were detected on proliferation, wound 
repair and apoptosis of HBECs (28). Visfatin, also called nicotinamide 
phosphoribosyltransferase or pre-B cell colony-enhancing factor is reported as pro-
inflammatory on monocytes and macrophages (32). In A549 cells, visfatin stimulated 
expression of CXCL8 and IL-16 via its non-enzymatic activity (33). The transfection of A549 
and human alveolar epithelial cells with visfatin was also associated with an enhancement of 
CXCL8 and TNF-a expression and production (34) (35) and the inhibition of visfatin’s 
enzyme activity reduced the production of CXCL8 caused by hypoxia-reoxygenation of A549 
cells  (36). However, in contrast with these latter results on the A549 epithelial alveolar cell 
line, we are unable to detect a modulatory effect of visfatin on the cytokine production by 
hBECS. In addition, it has been suggested that chemerin could have a role in regulating lung 
inflammation as mice knock downed for the chemerin receptor (ChemR23) produced less 
inflammatory cytokines (INF, CCL2, CXCL-1, CCL20) after a respiratory challenge with 
cigarette smoke or virus (37) (38). Again, we did not detect a modulatory role of chemerin on 
hBECs. 
Taken as a whole, the present study suggests that among the four adipokines tested, only APN 
modulates the production of inflammatory cytokines by hBECs. APN increased the 
production of CXCL8, a key factor of the immune response after epithelial damage and a 
potent chemoattractant for neutrophils, of CCL20 which attract lymphocytes and dendritic 
cells in tissues, and of IL-6, an essential cytokine of acute inflammatory phase. APN also 
decreased the production of CXCL-1 and CCL2 are also two potent chemoattractors for 
neutrophils and monocytes. The decrease in CCL2 production may also be beneficial in 
airway infection by the respiratory syncytial virus (RSV) since CCL2 expression markedly 
contributes to RSV replication (39).  
In conclusion, we evidenced AdipoR1 and AdipoR2 transcript expression in hBECs and the 
production of APN by bronchial explants, suggesting that APN can act in a paracrine way on 
bronchial epithelial cells to modulate cytokines production. Furthermore, the potential value 
of AdipoRs as drug targets for the treatment of chronic obstructive lung diseases is enhanced 
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by the ability of APN and AdipoR agonists to inhibit cytokine production by human lung 
macrophages [Salvator et al. in press]. 
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ILLUSTRATIONS 
A. 
Cytokine 
concentration  
ng.10-6 cells 
BASAL APN 3 APN 10 APN 30 
CXCL1   68,86	±	16,0	 52,81	±	12,74	 44,30	±	10,50**	 34,39	±	7,11***	
CCL2 0,15	±	0,06	 0,09	±	0,04	 0,06	±	0,02	 0,04	±	0,01*	
IL6    0,60	±	0,24	 0,54	±	0,23	 0,76	±	0,36	 1,25	±	0,49**	
CXCL8  13,51	±	3,87	 14,02	±	4,19	 14,91	±	4,36	 21,86	±	3,78***	
CCL20 1,02	±	0,2	 1,35	±	0,4	 3,15	±	1,5	 4,00	±	1,3	**	
CCL5 4,4.	10-3	±	1,8.10-3		 5,3	10-3	±2,6.10-3	 12,4	10-3	±4,4.10-3	 11,1	10-3	±	3,1.10-3	
 
B. 
Cytokine 
concentration  
ng.10-6 cells 
TNF alone APN3 
+ TNF 
APN 10 
+ TNF 
APN30 
+ TNF 
CXCL1  92,93	±	20,28	 85,59	±	14,91	 72,03	±	13,40**	 43,47	±	13,96***	
CCL2 0,76	±	0,12	 0,79	±	0,17	 0,30	±		0,13**	 0,05	±	0,02***	
IL6 1,85	±	0,89	 2,41	±	1,62	 1,76	±	1,04	 3,47	±	2,67	
CXCL8 19,93	±	2,72	 20,96	±	2,76	 20,26	±	2,80	 20,77	±	2,89	
CCL20 3,34	±	1.0	 3,50	±	1,0	 5,25	±	1,4	 3,94	±	1,0	
CCL5 18,8.10-3	±	0,9.10-3	 46,6	10-3	±	5,1.10-3	 51,6	10-3	±8,3.10-3	 50,9	10-3	±	22,3.10-3	
 
Table 1. Concentrations of cytokines in the supernatants of human bronchial epithelial 
cells treated with adiponectin in absence or presence of TNFα  
 
Bronchial epithelial cells were incubated with adiponectin (APN) (3-10-30 µg/ml) in the 
absence of TNFα (A) or in presence of TNFα (50 ng.mL-1, added one hour after APN) (B). 
Cell culture supernatants were collected after 24h incubation and analyzed by ELISA. Results 
are shown as the means ± SEM of 3-6 independent experiments. Statistical analysis were 
realized between the treatment condition and “Basal” or “TNF alone” conditions. * p<0.05; 
** p< 0.01; *** p<0.001 
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Figure 1. Concentration-curves of cytokines in the supernatants of human bronchial 
epithelial cells treated with adiponectin in absence or presence of TNFα  
 
Bronchial epithelial cells were incubated with adiponectin (APN) (3-10-30 µg/ml) in the 
absence of TNFα or in presence of TNFα (50 ng.mL-1, added one hour after APN) (B). Cell 
culture supernatants were collected after 24h incubation and analyzed by ELISA. Results, 
expressed in pg.10-6cells) are shown as the means ± SEM of 3-6 independent experiments. * 
p<0.05; ** p< 0.01; *** p<0.001 
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Figure 2: Concentrations of cytokines in the supernatants of human bronchial epithelial 
cells treated with leptin, visfatin and chemerin in absence or presence of TNFα  
 
Bronchial epithelial cells were incubated with leptin (1-10-100-1000 ng/ml), chemerine (10-
100-500 ng/ml) and visfatin (50-100-250-1000 ng/ml) in the absence of TNFα (A) or in 
presence of TNFα (50 ng.mL-1, added one hour after APN). Cell culture supernatants were 
collected after 24h incubation and analyzed by ELISA. Results are shown as the means ± 
SEM of 3-6 independant experiments. Statistical analysis were realized between the treatment 
condition and “Basal” or “TNF alone” conditions. * p<0.05; ** p< 0.01; *** p<0.001 
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Table 2. Concentrations of cytokines (pg.10-6cells) in the supernatants of human bronchial epithelial cells treated with leptin, chemerin 
or visfatin in absence or presence of TNFα  
 
Bronchial epithelial cells were incubated with the adipokines in absence or presence of TNFα (50 ng.mL-1, added one hour after the adipokines) 
Cell culture supernatants were collected after 24h incubation and analyzed by ELISA. Results are expressed in pg.10-6cells and are shown as the 
means ± SEM of 3-4 independent experiments. 
 
 
		 Control	 TNF-α	(50ng.mL
-1)	
Adipokines	 IL-6	 CXCL-8	 CCL-2	 CXCL-1	 CCL20	 CCL5	 IL-6	 CXCL-8	 CCL-2	 CXCL-1	 CCL20	 CCL5	
Leptin	(ng.mL-1)	 n=3	 n=4	 n=3	 n=3	 n=3	 n=3	 n=3	 n=4	 n=3	 n=3	 n=3	 n=3	
0	 82	±		27	 5260	±	1864	 96	±	5	 24719	±	540	 416	±	85	 3,7	±	2	 543	±	286	 18357	±	2875	 840	±	117	 47382	±	11824	 3306	±	1349	 18,8	±		0,9	
1	 67	±	25	 4354	±	793	 115±			24	 30810	±	4712	 417	±	136	 3,8	±	0,9	 460	±	202	 18228	±	2804	 1208	±	405	 54235	±	12507	 3937	±	2395	 31,7	±		13,5	
10	 62	±	23	 4469	±		1107	 102	±		34	 29465	±	5405	 323	±	85	 3,1	±	2,1	 479	±	159	 19424	±	2706	 1422	±	313	 59530	±	12887	 3876	±	1900	 34,4		±	7,1	
100	 48	±	15	 4081	±	1270	 89	±		22	 27769	±	6236	 260	±	55	 3,8	±	0,9	 532	±	212	 20111	±	2820	 1345	±	408	 58644	±	14794	 4576	±	2607	 37,6	±		9,8	
1000	 57	±	22	 4249	±	1041	 98	±		21	 28937	±	1622	 322	±	124	 2,4	±	2,4	 577	±	250	 19733	±	3592	 1398	±	502	 53530	±	9078	 4088	±	2833	 29,0	±	7,7	
Chemerin	(ng.mL-1)	 n=2	 n=2	 n=2	 n=2	 n=2	 n=1	 n=2	 n=2	 n=2	 n=2	 n=2	 n=1	
0	 172	±	107	 9834	±	7675	 109	±		18	 54112	±	30432	 1704	±	1147	 3,9	±		0	 354	±	12	 21499	±	1572	 568	±	181	 86746	±	15722	 5886	±	115	 17,3	±		0	
10	 81	±	65	 8991	±	7396	 95		±	70	 53122	±	29658	 1759	±	1328	 0	±	0	 264	±	15	 20434	±	385	 728	±	366	 88119	±	6962	 7185	±	1175	 7,7	±	0	
100	 96±		74	 9330	±	7138	 82		±	46	 55885	±	28849	 1678	±	1229	 0	±	0	 321	±	113	 22021	±		992	 975	±	713	 91529	±	4362	 8127	±	1163	 24,8	±		0	
1000	 97	±	73	 9100	±	7262	 97	±		68	 56990	±	27364	 1623	±	1102	 3,9	±	0	 357	±	90	 23355	±	394	 971	±	721	 92414	±	3829	 7121	±	1177	 23	±		0	
Visfatin	(ng.mL-1)	 n=3	 n=3	 n=3	 n=3	 n=3	 n=4	 n=3	 n=3	 n=3	 n=3	 n=3	 n=4	
0	 82	±	27	 3506	±	892	 96	±		5	 24719	±	540	 416	±	85	 3,2	±	1,6	 543	±	286	 16663	±	3284	 840	±	117	 47382	±	11824	 3306	±	1349	 22,8	±		4,0	
50	 45	±	8	 2992	±	995	 74	±		19	 24732	±	2025	 316	±	95	 2,9	±	1,7	 589	±	335	 17314	±	2506	 1072	±	413	 53109	±	10647	 2550	±	1032	 25,5	±	7,0	
100	 76	±	23	 3859	±	1226	 91	±		11	 29092	±	2762	 331	±	104	 3,8	±	1,5	 483	±	221	 16797	±	2335	 1276	±	505	 52910	±	8101	 2649	±	906	 29,7	±	9,2	
250	 72	±	24	 3412	±	1094	 101	±		31	 27805	±	1703	 253	±	86	 1,4	±	1,3	 462	±	198	 17176	±	2314	 1103	±	511	 55773	±	11373	 2710	±		939	 30,3	±	7,3	
500	 62	±	28	 3589	±	1210	 100	±		32	 25685	±	3193	 267	±	89	 1,8	±	1,0	 516	±	265	 17762	±	3139	 1343	±	627	 54892	±	12275	 3181	±	1882	 26,9	±	8,1	
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Figure 3: Expression of the adiponectin R1 and R2 receptors in human bronchi (A) and 
human bronchial epithelial cells (B).  
 
Fine bronchial rings were obtained after human lung tissue dissection. The total RNA was 
isolated with TRIzol after bronchial segments were crushed (A). Bronchial epithelial cells 
were adherent to culture plate and RNA was obtained after TRIzol treatment (B). 
Expression of adiporeceptors was assessed by qRT-PCR. Results for a mean of 4 to 6 distincts 
experiences. 
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Discussion de l’article n°3 
Dans ce travail, nous avons exploré le lien entre quatre adipokines (leptine, adiponectine, 
visfatine, chémérine) et les cellules épithéliales bronchiques humaines.  
Nous avons montré que seule l’adiponectine exercait un effet significatif sur la production de 
cytokines-chimiokines. L’APN est produite par des explants de bronches, qui comprennent de 
l’épithélium bronchique mais également du cartilage, des cellules musculaires lisse 
bronchiques, du tissu conjonctif et pulmonaire adjacent, des cellules immunitaires résidentes. 
Les cellules épithéliales bronchiques ne semblent pas produire d’APN mais ces cellules 
expriment AdipoR1 et AdipoR2, suggérant une action d’APN par voie paracrine. 
L’effet d’APN était variable selon la cytokine considérée: elle réduisait la production de 
CXCL1 et CCL2 basale et induite par le TNF-α  alors qu’elle augmentait la production basale 
de CXCL8, CCL20 et IL-6 et ne modifiait pas celle de CCL5. 
Cet effet différentiel pourrait s’expliquer par le type de récepteur impliqué. Précédemment, 
nous avons montré dans notre modèle de macrophages pulmonaires, en inactivant 
successivement l’un des deux récepteurs à l’APN, que la sécrétion des cytokines étaient 
modulée différemment selon le récepteur considéré (voir article n°2, résultats 
complémentaires, figure 26). Dans les cellules épithéliales bronchiques, AdipoR1 était 
exprimé à un niveau bien plus élevé que AdipoR2 par les cellules épithéliales. Des études 
complémentaires sont nécessaires pour explorer le rôle respectif des récepteurs de l’APN dans 
la production de cytokines par les cellules épithéliales bronchiques.  
Au total, l’adiponectine est une adipokine capable de modifer le fonctionnement de cellules 
épithéliales bronchiques humaines. La diminution de la concentration d’APN que l’on 
observe au cours de l’obésité pourrait perturber les phénomènes d’immunorégulation 
bronhique en réponse à une infection respiratoire ou dans un contexte de pathologie 
bronchique chronique.  
Il sera intéressant de compléter ce travail par des expériences en présence d’une stimulation 
par du Poly(I:C). Celui-ci mime l’agression virale dont les cellules épithéliales bronchiques 
sont la cible préférentielle. Cependant, le profil et le niveau de production des cytokines en 
réponse au TNF-α  ne semblent pas différents de ceux observés avec le Poly(I:C) (données 
laboratoire UPRES EA220). L’étude de l’effet de l’APN dans ce contexte apporterait à la 
compréhension de la susceptibilités des sujets obèses aux maladies virales respiratoires et aux 
maladies bronchiques chroniques  (451) (452). 
 
  
 169 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 170 
Au cours de ces travaux, nous avons exploré le lien entre adipokines et immunité innée 
pulmonaire.  
Dans un modèle de tissu pulmonaire humain, nous avons montré que : 
- L’adiponectine est produite par le parenchyme pulmonaire et que sa concentration 
dans le poumon évolue de la même façon que dans le sang : concentration élevée, 
inversement corrélée à l’IMC. 
- La production d’adiponectine par les explants de parenchyme et de bronches n’est le 
fait ni des macrophages, ni des cellules épithéliales bronchiques. 
- Les deux types de récepteur AdipoR1 et AdipoR2 sont exprimés par les macrophages 
pulmonaires et les cellules épithéliales bronchiques humaines.  
- L’adiponectine module de façon significative la polarisation des macrophages 
pulmonaires : elle n’a pas d’effet sur les macrophages non stimulés mais inhibe la 
production de cytokines pro-inflammatoires induite par le LPS et le Poly (I :C) ou 
l’IL-4.  
- L’adipoRon, agoniste synthétique des récepteurs à l’adiponectine, présente le même 
effet que l’adiponectine recombinante sur les macrophages pulmonaires. 
- En comparaison, les autres adipokines ont un impact moins important puisque la 
leptine augmente la production de TNF-a, IL-6, CCL3, CCL5, CXCL8 par des 
macrophages pulmonaires non stimulés seulement à la plus forte concentration (qui 
sort des rangs physiologiques) et que la visfatine et la chémérine n’ont pas d’effet sur 
la production de cytokines. 
Par ailleurs, nous avons également étudié l’effet de ces adipokines sur des cellules épithéliales 
bronchiques humaines. Nous avons montré que l’APN réduit la production basale et stimulée 
par le TNF-a de CXCL1 et CCL2 alors qu’elle augmente la production basale de CXCL8, 
CCL20 et IL-6 et ne modifie pas celle de CCL5. Les autres adipokines, leptine, visfatine, 
chémérine ne modulent pas la production de cytokines par les cellules épithéliales 
bronchiques. 
Au total l’adiponectine ressort comme la principale adipokine d’intérêt au sein du système 
respiratoire humain. Elle exerce un effet anti-inflammatoire sur les macrophages pulmonaires 
et module le fonctionnement des cellules épithéliales bronchiques. 
L’originalité de nos travaux tient à la nature de notre modèle d’étude, mis au point à partir de 
tissu humain. Il s’agit des premiers travaux caractérisant l’effet des adipokines sur des 
macrophages pulmonaires humains. Le choix du modèle est essentiel car il existe des 
différences phénotypiques importantes inter-espèces (macrophages murins vs humains) et 
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entre des monocytes, macrophages dérivés de monocytes et macrophages tissulaires. Nous 
avons voulu, par la mise au point de ces cultures primaires d’explants de parenchyme, de 
bronches et de macrophages pulmonaires, nous rapprocher au plus près de la physiologie 
pulmonaire humaine. Les explants ont été obtenus à partir de pièces de lobectomie de patients 
opérés pour cancer ; ce contexte pathologique pourrait influencer l’état d’activation des 
macrophages mais nous avons pris soin de prélever le parenchyme en zone saine, à distance 
de la tumeur et il n’existe aucun élément formel dans la littérature qui permette de différencier 
la réponse de macrophages isolés de patients témoins non fumeurs, fumeurs ou souffrant de 
BPCO. Par ailleurs, en choisissant de mettre les macrophages en situation polarisante M1 
(traitement par LPS, Poly (I :C)) ou M2 (traitement par IL-4), nous nous affranchissons en 
partie de l’effet que pourrait avoir la pathologie tumorale sur leur état d’activation. 
Certains de nos résultats recoupent les observations faites dans d’autres modèles mais 
apportent des précisions quant au fonctionnement des macrophages tissulaires pulmonaires 
humains en présence d’adipokines. Nous avons vérifié la présence d’adipokines dans le tissu 
pulmonaire humain, tout comme d’autres auteurs avaient montré qu’elles étaient dosables 
dans diverses préparations issues du système respiratoire : lavage broncho-alvéolaire (231) 
(245) (246) (210), crachats induits (231), immunohistochimie sur coupe histologiques de 
poumons (244). L’adiponectine exerce un effet clairement anti-inflammatoire sur les 
macrophages pulmonaires. De même, nous avons trouvé un effet stimulant de la leptine sur la 
production de cytokines pro-inflammatoires par des macrophages pulmonaires mais 
seulement à une forte concentration, alors que d’autres auteurs décrivaient cet effet à partir de 
concentrations beaucoup plus faibles dans des macrophages murins ou des MDM (402) (403) 
(406). Enfin, alors que certains auteurs suggéraient un effet stimulant de la visfatine sur la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par des monocytes (414) et un effet inhibiteur de la 
chémérine sur des macrophages murins (417), ces deux adipokines n’ont dévoilé aucun effet 
dans notre modèle de macrophages pulmonaires humains. 
Nos résultats démontrent que les macrophages pulmonaires humains se comportent 
différemment de macrophages différenciés en culture à partir de monocytes circulants 
lorsqu’ils sont mis en présence d’adipokines. D’autres travaux de notre équipe avaient 
précédemment pointé une différence entre ces types cellulaires sanguins pour ce qui concerne 
l’effet des agonistes β2-adrénergiques et l’expression de leurs récepteurs (324). Ceci 
s’explique par le fait qu’au moins une partie de ces macrophages résidents ne dérivent pas de 
progéniteurs hématopoiétiques et souligne l’importance du microenvironnement dans la 
détermination du phénotype cellulaire. 
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L’obésité est un état pathologique associé à un stress biologique et une inflammation 
chronique, qui engendrent de nombreuses co-morbidités, notamment respiratoires. Au cours 
de la prise de poids, il se produit des modifications importantes du tissu adipeux, sur le plan 
morphologique et hormonal. Les variations de production d’adipokines par les adipocytes 
sont considérées comme l’un des principaux facteurs à l’origine de la dérégulation du 
métabolisme énergétique, de l’inflammation vasculaire et de certaines dysfonctions d’organe. 
La concentration d’adiponectine diminue dans le sang et le poumon au cours de l’obésité. 
Nous avons souligné le rôle essentiel que joue cette adipokine au sein du système respiratoire 
humain, en maintenant les macrophages pulmonaires dans un état d’activation quiescent et en 
modulant le fonctionnement des cellules épithéliales bronchiques. En cas d’obésité, la 
diminution des taux d’APN pourrait alors s’accompagner d’une levée de ce frein et expliquer 
une réponse inflammatoire exagérée aux agents exogènes inhalés. 
Ainsi, la variation du taux d’adiponectine est probablement l’une des clés pour comprendre 
certaines manifestations respiratoires associées à l’obésité : susceptibilité infectieuse, 
inflammation bronchique et développement de maladies bronchiques chroniques.   Ces 
constatations sont d’autant plus importantes que l’on pourrait imaginer y pallier par un apport 
d’APN exogène ou l’utilisation d’agonistes de synthèse des récepteurs de l’adiponectine. Ceci 
souligne l’intérêt de cibler les récepteurs de l’APN pour le développement de nouvelles 
thérapeutiques, par voie générale ou inhalée, dans la prise en charge des maladies bronchiques 
associées à l’obésité. 
Dans une dernière partie, nous avons poursuivi nos travaux par l’étude de l’effet des 
adipokines sur la réactivité bronchique. Nous avons mené des expériences fonctionnelles sur 
le tonus bronchique en utilisant un modèle d’anneaux bronchiques en cuve à organe isolé. Les 
résultats de ces travaux ont donné lieu au dépôt d’un brevet européen, exposé en annexe n°1.  
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Figure 27. Schéma récapitulatif de l’action de l’adiponcetine et AdipoRon sur la 
production de cytokines et chimiokines par des macrophages pulmonaires humains et 
des cellules épithéliales bronchiques humaines. 
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Ø Annexe 1 = Brevet européen N° 17306792.7 déposé en Décembre 2017 
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Ø Annexe 2 = article n°4  
15-Lipoxygenases regulate the production of chemokines in human lung 
macrophages 
 
C Abrial1,2, S Grassin-Delyle1,2, H Salvator1,2, M Brollo1, E Naline1,2 and P Devillier1,2 
 
Br J Pharmacol. 2015 Sep;172(17):4319-30. doi: 10.1111/bph.13210 
 
 
 
Résumé:  
L'activité de la 15-lipoxygénase (15-LOX) est associée à l'inflammation et à la régulation 
immunitaire. Les objectifs de l’étude étaient d’examiner l’expression de 15-LOX-1 et de 15-
LOX-2 et d’évaluer le rôle de ces enzymes dans la polarisation des macrophages pulmonaires 
(LM) humains de type M1 (LPS) et M2 (IL-4/IL-13). 
Des LM ont été cultivés en présence d’un inhibiteur de 15-LOX (PD146176 ou ML351), un 
inhibiteur de COX (indométacine), un inhibiteur de 5-LOX (MK886) ou le solvant, puis 
stimulées avec du LPS (10 ng.mL-1), IL-4. (10 ng.ml-1) ou IL-13 (50 ng.ml-1) pendant 24 h. 
Les niveaux de transcription de ALOX15 (15-LOX-1) et ALOX15B (15-LOX-2) ont été 
déterminés par RT-qPCR. Des dosages ELISA ont été utilisés pour mesurer les niveaux de 
cytokines induites par le LPS (TNF-a, CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL8 et CXCL10) et 
induites par IL-4/IL-13 (CCL13, CCL13). 
La stimulation des LM par le LPS était associée à une expression accrue d'ALOX15B, alors 
qu'une stimulation par IL-4 / IL-13 induisait l'expression d'ALOX15. PD146176 et ML351 
(10 µM) réduisaient la libération des chimiokines induite le LPS et les cytokines Th2. Les 
effets de ces inhibiteurs de 15-LOX ont été maintenus en présence d'indométacine et de 
MK886. En outre, l'indométacine a révélé l'effet inhibiteur de PD146176 sur la libération de 
TNF-α. 
L'inhibition des voies 15-LOX est impliquée dans la régulation de la production in vitro de 
chimiokines par les LM. Nos résultats suggèrent que les voies du 15-LOX jouent un rôle dans 
la pathogenèse des affections inflammatoires du poumon et pourraient donc constituer une 
cible thérapeutique potentielle.
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Ø Annexe 3 = article n°5 
Human lung and monocyte-derived macrophages differ with regard to the 
effects of β2-adrenoceptor agonists on cytokine release 
Victoni T1,2, Salvator H2,3, Abrial C2, Brollo M2, Porto LCS1, Lagente V4, Naline 
E2,3, Grassin-Delyle S3,5, Devillier P6,7 
 
Respir Res. 2017 Jun 21;18(1):126. doi: 10.1186/s12931-017-0613-y 
 
Résumé:  
Il a été démontré que les agonistes des récepteurs β2-adrénergiques réduisent la libération de 
cytokines induite par le LPS par les macrophages dérivés de monocytes humains (MDM). 
Nous avons comparé l'expression des récepteurs β2-adrénergiques et l'effet inhibiteur du 
formotérol et du salmétérol sur la libération induite par le LPS du TNF-α, de l'IL-1β, de l'IL-6 
et d'une gamme de chimiokines (CCL2, 3, 4 et CXCL8) par les macrophages pulmonaires 
humains (LM) et les MDM. 
Les LM ont été isolés chez des patients opérés d’un cancer pulmonaire et les MDM ont été 
obtenus à partir de monocytes sanguins différenciés en présence de GM-CSF. Les LM et les 
MDM ont été incubés en l'absence ou en présence de formotérol ou de salmétérol avant 
stimulation par du LPS. Les effets du formotérol ont également été évalués en présence de 
roflumilast, un inhibiteur de la phosphodiestérase IV afin de chercher à révéler un effet de cet 
agoniste en renforçant le signal dépendant de l’AMPC. 
La production de cytokines induite par le LPS était plus élevée dans les LM que dans les 
MDM. Le salmétérol et le formotérol ont exercé un effet inhibiteur sur la production de TNF-
α, d'IL-6, de CCL2, de CCL3 et de CCL4 induite par le LPS dans les MDM. En revanche, les 
agonistes des récepteurs β2-adrénergiques étaient dénués de tout effet sur les LM, même en 
présence de roflumilast. L'expression des récepteurs β2-adrénergiques a été détectée en 
Western Blot dans les MDM, mais pas dans les LM. 
Les concentrations d'agonistes des récepteurs β2-adrénergiques, reconnues pour entraîner la 
relaxation de bronches humaines, peuvent inhiber la production de cytokines par les MDM 
stimulés par du LPS, mais pas par les macrophages pulmonaires. Les MDM et les 
macrophages pulmonaires différent significativement quant à l’expression des récepteurs β2-
adrénergiques et l’effet des agonistes β2-adrénergiques sur la production de médiateurs de 
l’inflammation. 
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Ø Annexe 4 = Article n° 6 
 
The role of Toll-like receptors in the production of cytokines by human lung 
macrophages 
Stanislas Grassin-Delyle1,2, Charlotte Abrial3, Hélène Salvator1,3, Marion Brollo3, 
Emmanuel Naline1,3 and Philippe Devillier1,3 
Accepté pour publication dans Journal of Innate Immunity, octobre 2018 
 
Résumé:  
La famille des récepteurs de type Toll (TLR) est impliquée dans la reconnaissance et la 
réponse aux infections microbiennes. Ces récepteurs sont exprimés dans les leucocytes et la 
stimulation des TLR induit la production de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires. 
Étant donné que les macrophages pulmonaires humains constituent une des premières lignes 
de défense contre les agents pathogènes inhalés, l'objectif de la présente étude était d'étudier 
l'expression et la fonction des sous-types de TLR dans cette population cellulaire. 
Les macrophages pulmonaires primaires humains ont été obtenus chez des patients subissant 
une résection chirurgicale. Les niveaux d'expression d'ARN et de protéines des TLR, des 
chimiokines et des cytokines ont été évalués après incubation avec des agonistes sélectifs des 
sous-types. 
Dans les macrophages pulmonaires humains, les niveaux d'expression des TLR variaient 
selon le sous-type de TLR. La stimulation avec des agonistes sélectifs des sous-types de TLR 
a induit une augmentation intense, dépendante de la concentration et du temps, de la 
production de chimiokines et de cytokines. La stimulation du TLR4 a induit l'effet le plus 
puissant, tandis que la stimulation du TLR9 a induit une réponse beaucoup plus faible. 
La stimulation des TLR dans les macrophages pulmonaires humains induit une production 
intense de cytokines et de chimiokines, caractéristique du phénotype proinflammatoire des 
macrophages M1.
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Ø Annexe 5 = Article n° 7 
Bitter taste receptors (TAS2Rs) in human lung macrophages: receptor 
expression and inhibitory effects of TAS2R agonists. 
 
Stanislas GRASSIN-DELYLE1,2, Hélène SALVATOR1,3, Nikola MANTOV3,  
Charlotte ABRIAL3, Marion BROLLO3, Christophe FAISY3, Emmanuel NALINE1,3 Louis-
Jean COUDERC1,3, and Philippe DEVILLIER1,3 
 
Soumis à Pharmacological Research, Octobre 2018 
 
Résumé:  
Les récepteurs du goût amer (TAS2R) interviennent dans la relaxation des voies respiratoires 
mais sont également exprimés dans les leucocytes du sang humain. Nous avons étudié 
l'expression de TAS2R et les effets des agonistes de TAS2R sur la libération de cytokines 
induite par le lipopolysaccharides (LPS) dans les macrophages du poumon humain (LM). 
Des macrophages pulmonaires ont été isolés chez des patients opérés d'un carcinome. Nous 
avons mesuré en RT-qPCR les transcriptions de 16 TAS2R (TAS2R 
3/4/5/7/8/9/10/14/19/20/31/38/43/45/45 et 46) dans des macrophages pulmonaires non 
stimulés et stimulés par du LPS (10 ng.mL-1). Les macrophages ont également été incubés 
avec des agonistes de TAS2R pendant 24 h. Les concentrations des cytokines TNF-a, CCL3, 
CXCL8 et IL-10 ont été mesurées dans les surnageants par ELISA. 
Les expressions des 16 sous-types de TAS2R ont été détectées dans les macrophages 
pulmonaires. L’ajout de LPS a entraîné une augmentation de l’expression de la plupart des 
TAS2R, principalement significatif pour TAS2R7 et 38. La quinine et le dénatonium, deux 
agonistes non sélectifs des TAS2Rs, ont inhibé la production de TNF-α, CCL3 et CXCL8 
mais le diphénidol était inactif. Des agonistes partiellement sélectifs (dapsone, colchicine, 
strychnine et chloroquine) et des agonistes sélectifs (érythromycine (TAS2R10), 
phénanthroline (TAS2R5), ofloxacine (TAS2R9) et carisoprodol (TAS2R14)) ont également 
inhibé la sécrétion des cytokines induite par le LPS. En revanche, deux autres agonistes (le 
cromoglycate de sodium (TAS2R20) et la saccharine (TAS2R31 et 43)) étaient inactifs. Les 
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agonistes de TAS2R diminuaient de la même façon la production d'IL-10, ce qui suggère que 
cette cytokine anti-inflammatoire n'est pas impliquée dans l'inhibition de la production de 
cytokines. 
En conclusion, les macrophages pulmonaires humains expriment les TAS2R. Des 
expériences avec des agonistes de TAS2R suggèrent l’implication des TAS2R 3, 4, 5, 9, 10, 
14, 30, 39 et 40 dans l’inhibition de la production de cytokines. Les TAS2R pourraient 
constituer de nouvelles cibles médicamenteuses dans les maladies pulmonaires obstructives 
inflammatoires.
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Bitter taste receptors (TAS2Rs) in human lung macrophages:  
receptor expression and inhibitory effects of TAS2R agonists. 
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Abstract (248 words) 
Background: Bitter-taste receptors (TAS2Rs) are involved in airway relaxation but are also 
expressed in human blood leukocytes. We studied TAS2R expression and the effects of 
TAS2R agonists on the lipopolysaccharide (LPS)-induced cytokine release in human lung 
macrophages (LMs). 
Methods: Lung macrophages were isolated from patients undergoing surgery for carcinoma. 
We used RT-qPCR to measure transcripts of 16 TAS2Rs (TAS2Rs 
3/4/5/7/8/9/10/14/19/20/31/38/39/43/45 and 46) in unstimulated and LPS-stimulated (10 
ng.mL-1) LMs. The macrophages were also incubated with TAS2R agonists for 24 h. 
Supernatant levels of the cytokines TNF-a, CCL3, CXCL8 and IL-10 were measured using 
ELISAs. 
Results: The transcripts of all 16 TAS2Rs were detected in macrophages. The addition of 
LPS led to an increase in the expression of most TAS2Rs, which was significant for TAS2R7 
and 38. Although the promiscuous TAS2R agonists, quinine and denatonium, inhibited the 
LPS-induced release of TNF-α, CCL3 and CXCL8, diphenidol was inactive. Partially 
selective agonists (dapsone, colchicine, strychnine, and chloroquine) and selective agonists 
(erythromycin (TAS2R10), phenanthroline (TAS2R5), ofloxacin (TAS2R9), and carisoprodol 
(TAS2R14)) also suppressed the LPS-induced cytokine release. In contrast, two other agonists 
(sodium cromoglycate (TAS2R20) and saccharin (TAS2R31 and 43)) were inactive. TAS2R 
agonists suppressed IL-10 production - suggesting that this anti-inflammatory cytokine is not 
involved in the inhibition of cytokine production. 
Conclusions: Human LMs expressed TAS2Rs. Experiments with TAS2R agonists’ suggested 
the involvement of TAS2Rs 3, 4, 5, 9, 10, 14, 30, 39 and 40 in the inhibition of cytokine 
production. TAS2Rs may constitute new drug targets in inflammatory obstructive lung 
disease. 
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BACKGROUND 
Inflammatory lung diseases such as asthma and chronic obstructive pulmonary disease 
(COPD) are characterized by airway obstruction and airflow limitation. The bitter taste 
receptors (TAS2Rs) constitute a family of around 25 G-protein coupled receptors initially 
thought to be located exclusively on the tongue, where their activation enables our perception 
of a bitter taste. However, TAS2Rs are now known to be expressed in the human bronchus [1, 
2], airway epithelial cells [3, 4], mast cells [5] and blood leukocytes [6, 7].  
In human airway smooth muscle, TAS2R stimulation induces relaxation [1, 2]; inhaled bitter 
tastants also decreased airway obstruction in a mouse model of asthma [1]. The motile cilia of 
human airway epithelial cells express TAS2Rs, and bitter compounds increase the ciliary beat 
frequency as part of an airway defence mechanism [4]. In sinonasal epithelial cells, activation 
of TAS2R38 stimulates an increase in nitric oxide production, which in turn increases 
mucociliary clearance and directly kills bacteria [8, 9]. The polymorphisms that underlie 
TAS2R38’s functionality appear to be involved in susceptibility to upper respiratory bacterial 
infections [8, 9]. In IgE-receptor–activated primary human mast cells, agonists known to bind 
to the expressed TAS2Rs	were found to inhibit the release of histamine and prostaglandin D2 
[5]. Furthermore, blood leukocytes from children with severe asthma display elevated TAS2R 
expression levels and two TAS2R agonists inhibited the release of several pro-inflammatory 
cytokines and eicosanoids in whole blood from adults [7]. In general, TAS2R agonists may 
have both anti-inflammatory properties and bronchodilatory activities. 
Lung macrophages are involved in the pathophysiology of pulmonary diseases like asthma or 
COPD, where the cells orchestrate inflammatory reactions via the release of cytokines and 
chemokines [10-12]. The expression of TAS2Rs in lung macrophages (LMs) has not 
previously been assessed. There are few old reports on the effect of certain bitter tastants 
(such as chloroquine, colchicine, erythromycin or ofloxacin) on cytokine release from mouse 
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peritoneal macrophages [13], monocyte/macrophage cell lines [14-17], human blood 
monocytes and monocyte-derived macrophages/dendritic cells [15, 17-19]. However, human 
blood monocytes or monocyte-derived macrophages are surrogate cell models that do not 
adequately recapitulate the biology of primary LMs [20-24]. 
The objectives of the present study were to (i) characterize TAS2R expression in human LMs, 
(ii) describe the inhibitory effects of various TAS2R agonists on lipopolysaccharide (LPS)-
induced cytokine production, (iii) infer the subtypes of TAS2R involved, and (iv) determine 
whether IL-10 acts as a potential mediator of TAS2R inhibitory activities on LPS-induced 
cytokine production. 
 
 
MATERIALS AND METHODS 
Drugs and chemicals. 
The TAS2R agonists chloroquine diphosphate, quinine hydrochloride dihydrate, saccharin 
sodium hydrate, denatonium benzoate, 1,10-phenanthroline hydrochloride monohydrate, 
ofloxacin, strychnine hemisulphate, erythromycin, dapsone, carisoprodol, and sodium 
cromoglycate were obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) and 
diphenidol hydrochloride was provided by TCI Europe (Zwijndrecht, Belgium). All products 
were solubilized and diluted in sterile water, with the exception of erythromycin, dapsone, 
and carisoprodol, which were solubilized in DMSO and then diluted in water. The maximum 
final concentrations of DMSO in the organ bath had no effect on cell viability. 
Antibiotics, DMSO, L-glutamine, trypan blue dye, heat-inactivated foetal calf serum and LPS 
(from E. coli serotype 0111:B4) were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). RPMI 
medium was from Eurobio Biotechnology (Les Ulis, France). 
Preparations of human lung macrophages and explants. 
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Experiments on human tissue were approved by the regional independent ethics committee 
board (Comité de Protection des Personnes Île de France VIII, Boulogne-Billancourt, 
France). Lung tissue samples were obtained from 28 patients (18 males and 10 females; 
smoker/ex-smoker/nonsmoker: 11/16/1; mean ± standard error (SD) age: 65.4 ± 8.1 years; 
FEV1 = 80.2 ± 20.9 %; pack-years: 41 ± 21; FEV1/FVC ratio: 0.77 ± 0.1; 7 COPD 
(FEV1/FVC < 0.7); none had severe COPD) undergoing surgical resection for lung carcinoma 
and who had not received prior chemotherapy. The LMs were isolated from macroscopically 
normal lung parenchyma (obtained from sites distant from the tumour), dissected free of 
pleura, visible airways and blood vessels, and then chopped into 3-5 mm3 fragments, as 
previously described [21, 25-28]. 
Briefly, the fluid collected from several washings of the minced peripheral lung tissues was 
centrifuged (2000 rpm for, 10 min). The cell pellet was resuspended in RPMI supplemented 
with 10% heat-inactivated foetal calf serum, 2 mM L-glutamine, and antibiotics. Resuspended 
viable cells (106 per mL) were then aliquoted into either a 12-well plate (for transcriptional 
assays) or a 24-well plate (for cytokine assays). Following incubation for at least 2 hours at 
37°C (in a 5% CO2 humidified atmosphere), non-adherent cells were removed by gentle 
washing. The remaining cells were maintained at 37°C and 5% CO2 overnight. It has been 
shown that the adherence step does not significantly influence overall transcriptional changes 
in alveolar macrophages, relative to flow-cytometry-based cell-sorting [29]. The adherent 
cells (about 2 x 105 cells per well, for a 24-well plate) were >95% pure macrophages, as 
determined by May-Grünwald-Giemsa staining and CD68 immunocytochemistry. Cell 
viability exceeded 90%, as assessed in a trypan blue dye exclusion assay. Culture plates with 
adherent macrophages were washed with warm medium. One mL of fresh medium 
supplemented with 1% foetal calf serum was added per well, and the culture plates were 
incubated overnight at 37°C in a 5% CO2 humidified atmosphere. 
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Treatment of lung macrophages  
On the day after isolation, macrophages or explants were washed twice, and 1 mL of RPMI 
was added per well. The LMs were exposed for 24 h to LPS (10 ng·mL−1). The latter LPS 
concentration was selected as being submaximal on the basis of previous data from time-
response and concentration-response curves [27]. TAS2R agonists were added to the culture 
medium one hour before exposure to LPS. After a 24 h incubation in RPMI at 37°C (in a 5% 
CO2 humidified atmosphere), culture supernatants from the LMs and the explants were 
collected and stored at -80°C for subsequent cytokine assays. Although more than 100 
molecules have been described as TAS2R agonists, some TAS2Rs are still orphan receptors 
that lack a cognate agonist [30, 31]. In an initial series of experiments, the preparations were 
exposed to a maximal concentration (1 mM) of promiscuous TAS2R agonists acting on at 
least 8 different TAS2Rs (diphenidol, quinine and denatonium) (Table 1) [30, 31]. In a second 
series of experiments, the preparations were exposed to a range of concentrations of more 
selective TAS2R agonists (chloroquine, dapsone, strychnine, sodium cromoglycate, ofloxacin, 
phenanthroline, erythromycin, and carisoprodol) to infer the TAS2R subtype.  
Cytokine assays. 
The cytokine concentrations in the supernatant (TNF-a, IL-10, CCL3 and CXCL8) were 
measured with an ELISA (R&D Systems), according to the manufacturer’s instructions. The 
assays’ limits of detection were 4 pg.mL-1 for CCL3, 8 pg.mL-1 for TNF-α, 30 pg.mL-1 for IL-
10, and 32 pg.mL-1 for CXCL8. The supernatants were diluted with RPMI as appropriate, and 
the optical density was determined at 450 nm using a microplate reader (MRX II, Dynex 
Technologies, Saint-Cloud, France). Cytokine concentrations were expressed in pg.10-6 LMs, 
unless otherwise stated. Cytotoxicity was determined by measuring the lactate dehydrogenase 
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(LDH) activity in LM supernatants (LDH assay, Cayman Chemical, Montigny le Bretonneux, 
France). 
Reverse transcriptase – quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) analysis. 
RT-qPCR experiments were performed as previously described, with some modifications [2]. 
Lung macrophages were stimulated (or not) for 24 h with LPS, and total RNA was prepared 
using TRIzol® reagent (Life Technologies, Saint Aubin, France). The amount of RNA 
extracted was estimated by spectrophotometry at 260 nm (Biowave DNA; Biochrom, 
Cambridge, UK) and its quality was assessed in a microfluidic electrophoresis system (RNA 
Standard Sensitivity kits for Experion®, BioRad, Marnes-la-Coquette, France). After 
treatment with DNase I (Life Technologies, Saint Aubin, France), 1 µg of total RNA was 
subjected to reverse transcription (SuperScript® III First-Strand SuperMix kit, Life 
Technologies). The resulting cDNA was then used for quantitative real-time PCR experiments 
with TaqMan® chemistry (Life Technologies). The amplification was carried out using 20 ng 
cDNA (Gene Expression Master Mix, Life Technologies) in a StepOnePlus thermocycler 
(Life Technologies). The conditions were as follows: initial denaturation at 95°C for 10 min, 
and then 40 cycles of annealing/extension (95°C for 15 s and then 60°C for 1 min). 
Fluorescence was measured at each cycle, and the real-time PCR’s threshold cycle (Ct) was 
defined as the point at which a fluorescence signal corresponding to the amplification of a 
PCR product was detected. The reaction volume was set to 10 µL. The expression of 
transcripts of the 16 TAS2R-encoding genes (TAS2R3, TAS2R4, TAS2R5, TAS2R7, TAS2R8, 
TAS2R9, TAS2R10, TAS2R14, TAS2R19, TAS2R20, TAS2R31, TAS2R38, TAS2R39, TAS2R43 
TAS2R45, and TAS2R46) in the LMs was analysed using a specific TaqMan® array with 
predesigned reagents (Assay-on-Demand®, Life Technologies). In order to confirm the 
extraction of intact cellular mRNA and standardize the quantitative data, the reference gene 
coding for hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT1) was amplified as the same time. 
  
 219 
Statistical analysis. 
Values in the text and figures are expressed as the mean ±  
standard error of the mean (SEM) unless otherwise stated from experiments with n 
independent donors. The quantitative data obtained from RT-qPCR experiments was 
expressed as the relative expression (2-ΔCt), where ∆Ct is the difference between the target 
gene Ct and the mean Ct of the reference gene. 
Data were evaluated by using either non-parametric paired tests (Wilcoxon’s signed rank test 
or Friedman’s test, followed by Dunn’s test for multiple comparisons, as appropriate) or a 
paired Student’s t-test. The threshold for statistically significant was set to p<0.05. 
 
RESULTS 
 
Expression of bitter taste receptor gene transcripts in lung macrophages. 
We analysed the expression patterns of 16 of the 25 known TAS2Rs in humans, based on our 
previous results in human bronchi [2] and other literature data in human airway smooth 
muscle [1], airway epithelial cells [3, 4] and blood leukocytes [6, 7]. Transcripts of genes 
coding for 15 bitter taste receptors were identified in all the preparations (n=5 to 12), whereas 
TAS2R43 transcripts were found in LMs from 4 of 6 patients only. Exposure to LPS was 
generally associated with an increase in TAS2R receptor expression; the increase was 
statistically significant for TAS2R7 and TAS2R38 (Figure 1). 
 
Effects of TAS2R agonists on cytokine production by human lung macrophages. 
Lipopolysaccharide induced a ~300-fold increase in TNF-α release (from 209 ± 56 pg.10-6 
LMs in the absence of LPS to 63151 ± 12561 pg.10-6 LMs in the presence of LPS; n=6 paired 
preparations). In the same preparations, the LPS-induced increases in chemokine release were 
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lower: an ~80-fold increase for CCL3 (from 3467 ± 1009 pg.10-6 LMs in the absence of LPS 
to 276235 ± 71937 pg.10-6 LMs in the presence of LPS) and a 34-fold increase for CXCL8 
(from 37 ± 9 pg.10-6 LMs in the absence of LPS to 1279 ± 347 pg.10-6 LMs in the presence of 
LPS); these findings are in agreement with our previous results [25, 27, 28]. 
The first set of experiments was carried out with three promiscuous TAS2R agonists 
(diphenidol, quinine, and denatonium) at a concentration of 1 mM (in order to cover the 
widest possible range of receptors; Table 1). Quinine almost completely abrogated the LMs’ 
LPS-induced production of TNF-a, CCL3 and CXCL8 (inhibition ≥ 98%), and denatonium 
significantly inhibited the production of TNF-a and CCL3 (but not of CXCL8) to a much 
lesser degree (28% and 43%, respectively). Diphenidol was inactive (Figure 2). Quinine is 
known to activate all of its nine cognate TAS2Rs in the same relatively low concentration 
range (~10 µM; Table 1) [31]. In marked contrast, the activation ranges for denatonium and 
diphenidol spanned five and three orders of magnitude, respectively (Table 1) [31]. Given the 
panels of TAS2R activated by each of these three agonists and the respective activation 
concentrations, this first set of experiments suggested that the inhibitory effects of quinine and 
denatonium are almost certainly not mediated by TAS2Rs 1, 7, 13, and 31, and probably not 
mediated by TAS2Rs 14, 16, 20, 30, 38, 43, and 46. 
To further determine the TAS2R subtypes involved in the modulation of cytokine release by 
LMs, relatively selective agonists (Table 1) were used at concentrations ranging from 1 µM to 
1 mM. The significant inhibitory activity of dapsone at 0.3 mM (increasing up to 1 mM) 
suggests the involvement of TAS2Rs 4, 10, and 40 (Figure 3). The involvement of TAS2R4 is 
also indicated by the inhibitory effects of colchicine. Moreover, the observation that partial 
inhibition (38-57%) by strychnine was observed at a much higher concentration (1 mM) than 
its EC50 value for TAS2R46 expressed by transfected HEK-293T cells (Table 1) suggests that 
the latter receptor is not involved but does not rule out the involvement of TAS2R10. 
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Chloroquine was fully active at a concentration of 10-4 M, suggesting the involvement of 
TAS2R3 and (to a lesser degree) TAS2R39.  
Erythromycin, phenanthroline, ofloxacin, and carisoprodol are considered to be selective for a 
single (different) subtype of TAS2R. Erythromycin is a relatively weak agonist at 1 mM 
(activation threshold concentration: 0.3 mM) at TAS2R10, although off-target activities could 
also explained the compound’s inhibitory activity; solid evidence of the involvement of this 
subtype is hard to obtain. Phenanthroline is a selective TAS2R5 agonist; indeed, it is the only 
TAS2R5 agonist to have been described to date [31]. The compound’s potent inhibitory effect 
in the present study suggests the involvement of this TAS2R subtype. Ofloxacin is highly 
selective for TAS2R9, and was associated with significant inhibition of LPS-induced CCL3 
and CXCL8 release, which also suggests the involvement of this TAS2R subtype. 
Carisoprodol is reportedly selective for TAS2R14, with an activation threshold concentration 
of 0.1 mM. Its significant inhibition of LPS-induced release of the three cytokines suggests 
the involvement of the TAS2R14, and is consistent with quinine’s inhibitory profile here 
(Figure 4). 
Lastly, sodium cromoglycate (a selective TAS2R20 agonist, at an active concentration of 1 
mM) and saccharin (an active agonist of both TAS2R31 and 43 at 1 mM) were devoid of 
activity (data not shown; n=7 and 8, respectively); this finding rules out the involvement of 
these three TAS2R subtypes, as had already been indicated by our results with the 
promiscuous agonists. None of the TAS2R agonists caused a significant increase in LDH 
release, with the exception of chloroquine and colchicine at their highest concentrations (1 
mM, and 0.1 mM, respectively) which induced a weak (~2-fold) increase in LDH release. 
Overall, cross-tabulation of the effects on LPS-induced cytokine release suggests the highly 
probable involvement of TAS2Rs 3, 4, 5, 9, 10, 30, 39 and 40 and (with a degree of 
inconsistency) TAS2R14. The high level of TAS2R14 expression further supports the 
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involvement of this subtype. In contrast, the involvement of TAS2Rs 20, 31 and 43 can be 
ruled out. Lastly, the results obtained with the present set of agonists could not preclude the 
involvement of other TAS2Rs (particularly, the orphan receptors TAS2Rs 19, 42, and 50). It 
is noteworthy that the maximal level of inhibition (≥90%) observed with quinine, 
chloroquine, phenanthroline and erythromycin was similar to that seen for budesonide at 10-8 
M (Table 2). 
 
Effects of TAS2R agonists on IL-10 production by human lung macrophages. 
Interleukin-10 is an immunomodulatory cytokine with potent anti-inflammatory activity; as 
such, it may be an essential mediator of the TAS2R agonists’ ability to inhibit the LPS-
induced production of pro-inflammatory cytokines [32, 33]. All the TAS2R agonists that 
inhibited the production of TNF-a, CCL3 and CXCL8 also inhibited (to much the same 
degree) the LPS-induced production of IL-10. The compounds that did not inhibit the LPS-
induced production of TNF-a, CCL3 and CXCL8 did not alter IL-10 production either 
(Figure 5). Budesonide (10-8 M) also markedly reduced IL-10 production (by 95%; Table 2). 
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DISCUSSION AND CONCLUSIONS 
 
Our present results demonstrated that (i) TAS2Rs are indeed expressed in human LMs, and 
(ii) TAS2R agonists inhibit LPS-induced cytokine release by LMs – a process that is not 
mediated by the release of IL-10. 
Eleven TAS2Rs (TAS2Rs 4, 5, 13, 14, 19, 20, 31, 45, 46, and 50) were expressed in blood 
leukocytes from children, and some were upregulated in blood leukocytes from patients with 
severe, treatment-resistant asthma. Overall, TAS2R expression levels are higher in T 
lymphocytes than in monocytes in blood from adult patients with asthma [7]. The relatively 
weak expression of TAS2Rs in monocytes versus lymphocytes (i.e. B, T and natural killer 
cells) has been confirmed in healthy adults [6]. The most abundant TAS2R transcripts in 
human monocytes differed in the two previously mentioned literature studies. Overall, the 
greatest expression levels were seen for TAS2Rs 14, 31, 41, 43, 45 and 46. Our study is the 
first to have demonstrated the expression of sixteen different TAS2Rs in human LMs. The 
most abundant transcripts in unstimulated LMs were TAS2Rs 8, 14, 19, 39 and 46, and 
TAS2Rs 31, 38 and 45 after exposure to LPS – highlighting differences in expression patterns 
between human monocytes and LMs. 
There are very few specific antagonists for use as chemical probes of TAS2R function. It has 
been reported that one antagonist (GIV3727) fully suppressed the activation of six TAS2Rs. 
GIV3727 resembles bitter agonists in that it acts on several receptors [34]. Some 6-
methoxyflavanones have been described as reversible, insurmountable antagonists of 
TAS2R39 [35]. However, this TAS2R subtype is unlikely to be involved in inhibition of the 
LPS-induced production of cytokines by LMs. Given the current lack of appropriate specific 
TAS2R antagonists, we sought to infer the receptor subtypes involved in the inhibitory effect 
of the bitter taste compounds by cross-tabulation of the results for the effect of various 
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TAS2R agonists on LPS-induced cytokine production. In Meyerhof et al.’s extensive work on 
HEK cells expressing the different hTAS2Rs, the researchers described the molecular 
receptive ranges of the 25 human TAS2Rs vs. 104 natural or synthetic bitter compounds [31]. 
The “threshold concentrations” (defined as the minimum concentrations that elicit a response) 
and the potencies (EC50) determined for some compounds using calcium imaging analysis of 
transfected HEK cells may not be transposable to the LMs. However, Meyerhof et al.’s 
pioneering work was the basis for our choice of the different TAS2R agonists used in the 
present study (Table 1). In the human LM model, our cross-tabulation of the TAS2R agonists’ 
effects on LPS-induced cytokine release suggests that TAS2Rs 3, 4, 5, 9, 10, 14, 30, 39 and 
40 (but not 20, 31, and 43) were involved. 
One of the strengths of the present study is its use of a broad panel of TAS2R agonists. One of 
the limitation relates to potential non-TAS2R-mediated (off-target) activities of some of the 
agonists, which might have interfered with our analysis and interpretation of the results. For 
example, the lysosomotropic compound chloroquine inhibits lysosomal functions and also 
reportedly causes a concentration-dependent suppression of the LPS-induced release of TNF-
a, IL-1b, and IL-6 in human monocytes and in monocyte/macrophage cell lines (U937, THP-
1, and RAW 264.7) [15, 17]. The decrease in TNF-a release has been attributed to 
chloroquine’s ability to block the conversion of pro-TNF-a to mature TNF-a, whereas the 
decrease in IL-1b and IL-6 release has been attributed to destabilization the corresponding 
mRNAs [15, 17]. Furthermore, chloroquine reportedly degrades in vitro cell viability at 
concentrations above 100 µM [15-17]. However, the inhibition of LPS-induced cytokine 
production was significant at 100 µM in the previous studies [15-17] and was substantially 
complete in the present study - thus ruling out a cytotoxic effect. Macrolides have much the 
same cationic and lysosomal properties as chloroquine. In the murine monocyte/macrophage 
cell line J774, four macrolide antibiotics (including erythromycin and azithromycin) reduced 
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the LPS-stimulated production of TNF-a, IL-1b, and IL-6 in a concentration-dependent 
manner (up to 80 µM) [14]. The impairment of lysosomal functions by azithromycin and 
chloroquine deregulates TLR4 recycling/signalling and phospholipase activation - leading to 
an anti-inflammatory phenotype in LPS-stimulated J774 cells [36, 37]. In human monocytes, 
azithromycin (50 µM) precisely mirrored the effects of chloroquine on LPS-induced cytokine 
production, with lower levels of some cytokines (CCL22 and CXCL11), higher levels of 
others (CCL2 and CCL18), and no changes in TNF-a and IL-6 levels [18]. The effects of 
azithromycin and chloroquine may not be entirely due to impairments in lysosomal functions 
or in signalling pathways related to NF-kB activation, cellular accumulation and phospholipid 
binding [18]. To the best of our knowledge, only one study has shown that certain macrolides 
(clarithromycin and azithromycin, but not erythromycin) can inhibit cytokine production by 
human alveolar macrophages; clarithromycin was more effective than azithromycin at ~10 
µM [38]. In the present study, erythromycin suppressed LPS-induced cytokine production 
(TNF-a, CCL3, and CXCL8) at a ~10-fold higher concentration in LMs than in J774 cells. 
This effect is probably related (at least in part) to activation of TAS2R10 [31]. 
In monocytes and macrophages, cytoskeletal microtubules are involved in a number of cell 
activities, including cytokine production. Relative to microtubules in monocytes, alveolar 
macrophage microtubules are longer, more numerous and much more stable, and LPS 
increases the number and stability of monocyte microtubules still further [39]. These 
differences might explain why treatment with 25 µM colchicine (a microtubule-
depolymerizing drug) gave a relative increase in LPS-induced IL-1b release and a relative 
decrease in LPS-induced TNF-a release by human monocytes but had much weaker effects 
on human alveolar macrophages [40]. In the present study, however, colchicine was 
associated with concentration-dependent inhibition of the production of TNF-a and CCL3; 
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this inhibition was relatively weak at 10 µM but significant at 100 µM. These concentrations 
suggest that colchicine’s effect is exerted (at least in part) through TAS2R receptor activation. 
In human blood monocytes, murine monocyte cell lines, and bone marrow-derived dendritic 
cells stimulated with LPS, chloroquine and azithromycin significantly enhance IL-10 release 
[18, 41, 42]. Since IL-10 has broad anti-inflammatory properties [32, 33], we assessed the 
effects of TAS2R agonists on the production of this cytokine by LMs. TAS2R agonists that 
inhibited the production of TNF-a, CCL3, and CXCL8 also inhibited IL-10 production to a 
similar extent. Budesonide also markedly reduced the IL-10 production. Hence, in contrast to 
the situation in monocytes, IL-10 is not involved in the TAS2R agonists’ inhibitory effects in 
LMs. 
Taken as a whole, these results suggest that a battery of selective TAS2R agonists and 
antagonists will be needed to confirm our findings and then to establish the full list of 
receptors involved in the inhibition of LPS-induced cytokine release. With respect to drug 
efficacy, some of the active TAS2R agonists (quinine, chloroquine, phenanthroline, and 
erythromycin) led to the essentially complete inhibition of LPS-induced cytokine production 
by LMs (to much the same extent as an optimal concentration of budesonide), which 
illustrates the potent anti-inflammatory activity of these compounds and the potential 
therapeutic value of inhaled TAS2R agonists in obstructive pulmonary diseases. Interestingly, 
it has been reported that chloroquine has beneficial effects in asthma [43]. Given the potential 
TAS2R-mediated effects observed here, it is time to review the actions of chloroquine and 
related compounds in airway diseases. 
Another potential study limitation relates to our use of LMs harvested from lung tissues 
resected from current smokers or ex-smokers. Isolation from minced lung tissue provides the 
large number of cells required to perform paired series of experiments, such as those 
described here. This work would be hardly possible with macrophages obtained from 
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bronchoalveolar lavages. It should be noted that our preparations might contain a small 
proportion of interstitial resident macrophages among the alveolar macrophages. However, 
exposure to bacterial products (including LPS) and inhaled TAS2R agonists is not restricted 
to the alveolar compartment, and the use of freshly isolated human LMs mainly from the 
alveolar spaces but perhaps also from the lung tissue might usefully reflect the clinical 
response more closely.  
About a quarter of the lung tissue donors studied here had COPD and almost all were smokers 
or ex-smokers. The impact of smoking status and COPD on LPS-induced cytokine release by 
LMs varies markedly from one study to another and from one cytokine to another. Some 
researchers have reported that LPS-stimulated cytokine production by alveolar macrophages 
was higher in COPD patients and smokers than in healthy non-smokers [44]. However, there 
were no significant differences in cytokine secretion between current smokers with COPD 
and non-smokers with COPD [44]. In contrast, other studies have found that smoking reduces 
cytokine production by alveolar macrophages upon stimulation with LPS [45] or that current 
smoking status had no effect (i.e. the dose–response curve for any of the cytokines stimulated 
by LPS was similar in current smokers and ex-smokers) [45-47]. Furthermore, the inhibitory 
effect of corticosteroids on the LPS-induced release of cytokines from LMs or alveolar 
macrophages isolated from bronchoalveolar lavages was similar (i) in non-smokers, current 
smokers and COPD patients and (ii) after a short (1 h) vs. long (16 h) plate adherence step in 
the isolation procedure [46, 48-50]. Hence, smoking status and COPD impair LPS-induced 
cytokine release to a variable extent but do not influence the inhibitory effect of 
corticosteroids on LMs. Therefore, the inhibitory effects of TAS2R agonists observed in the 
present study are probably not restricted to LMs from ex-smokers or current smokers, and are 
likely to accurately reflect the in vivo responsiveness of human LMs. 
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In conclusion, we evidenced TAS2R transcript expression in human LMs and identified the 
TAS2R subtypes that are most likely to be involved in the inhibition of LPS-induced cytokine 
production. Furthermore, the potential value of TAS2Rs as drug targets for the treatment of 
chronic obstructive lung diseases is enhanced by the ability of TAS2R agonists to relax 
airway smooth muscle [1, 2], even when β2-adrenergic receptors (the current cornerstone 
target of bronchodilators) are subject to tachyphylaxis [51]. 
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hTAS2R 1 3 4 5 7 8 9 10 13 14 16 19 20 30 31 38 39 40 41 42 43 45 46 50 60 
Promiscuous 
agonists: 
                         
Diphenidol 100  100  10   30 30 10 100  100 100 3 100 100 30   30  30   
Quinine   10  10   10  10     10  10 10   10  10   
Denatonium   300   1000  3 and 120±56 30     
0.03 and 
0.27±0.06   100    300  
30 and 
240±192   
Partly selective 
agonists: 
                         
Colchicine   100 and 1025±1219              3000      
300 
1580±170   
Chloroquine  10 and 172±29   +   10000         100         
Dapsone   100     100          30        
Strychnine     +   3 and 21.8±7.5               
0.1 and 
0.43±0.02   
Saccharin      +         
170±10 
and 
1700±20 
     
80±60 
and 
1100±10 
    
Sodium 
cromoglycate     
3000 and 
4500±1600        
10 and 
45±25        3000     
Selective 
agonists: 
                         
Ofloxacin       EC50 ≈200                   
Phenanthroline    100                      
Erythromycin        300                  
Carisoprodol          100                
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Table 1. Compounds selected for functional studies with regard to their ability to act as agonists (or not) of the 25 TAS2R receptors identified in 
humans to date. The most recent nomenclature was adopted [31, 52-56]. Unless otherwise stated, single values (i.e. lacking ± SEM) represent the 
threshold concentration (i.e. the lowest concentration (µM) to have elicited a calcium response in transfected HEK-293T cells), whereas values 
presented as the mean ± SEM represent the EC50 (µM) [31]. When both a threshold concentration and the EC50 were available, both values were 
reported (in that order). When no quantitative indicators were available, the symbol “+” indicates agonism. The TAS2R numbers in bold type and 
those underlined correspond to the TAS2Rs found to be expressed in human LMs. The TAS2R numbers in italics correspond those not expressed 
in human LMs. The TAS2R numbers in standard type correspond to the receptors not assessed in RT-qPCR assays. 
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Table 2: Inhibitory effect of budesonide on the LPS-induced production of cytokines 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Human LMs were incubated for 1 hr in the presence of budesonide (10 nM) or vehicle before 
being stimulated with LPS (10 ng.mL-1) for 24 hrs. The concentrations of the cytokines in the 
culture supernatant were measured using ELISAs. The data are reported as the mean ± SEM 
of five independent paired experiments. * indicates a significant difference relative to LPS 
alone (**p< 0.01;***p< 0.001). 
Cytokine (ng/106 LMs) LPS LPS + Bud 10 nM Inhibition (%) 
TNF-a 
n=5 
64.8 ± 9.4 
 
8.2 ± 2.3 ** 
 
88.2 ± 3.0 
 
CCL3 
n=5 
277.3 ± 29.1 
 
22.1 ± 5.9 *** 
 
92.2 ± 2.1 
 
CXCL8 
n=5 
1851.7± 209.2 
 
78.3 ± 13.1 *** 
 95.8 ± 1.2 
IL-10 
n=5 
3.2 ± 2.0 
 
0.16 ± 0.06 *** 
 
95.2 ± 1.0 
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FIGURES 
Figure 1. Relative expression (2-ΔCt x 1000) of TAS2R3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 14, 19, 20, 31, 38, 
39, 43, 45 and 46 gene transcripts in human LMs (n=6-12). All transcripts were found to be 
expressed in all patients, with the exception of TAS2R43 (found in LMs from 4 out of 6 
patients only). 
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Figure 2. Inhibitory effects of the three promiscuous TAS2R agonists on the LPS-induced 
production of pro-inflammatory cytokines (TNF-a, CCL3, and CXCL8). Lung macrophages 
from 6 to 7 patients were stimulated with LPS (10 ng.mL-1) in the absence or presence of the 
TAS2R agonists. *: p <0.05, **: p<0.01 compared with LPS alone. 
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Figure 3. Concentration-response curves for relatively selective TAS2R agonists (colchicine, 
chloroquine, strychnine, and dapsone) with regard to the LPS-induced production of pro-
inflammatory cytokines (TNF-a (●) CCL3 (n), and CXCL8 (▲)). Lung macrophages from 5 
to 9 patients were stimulated with LPS (10 ng.mL-1) in the absence or presence of TAS2R 
agonists. *: p <0.05, **: p<0.01 compared with LPS alone. 
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Figure 4. Concentration-response curves of selective TAS2R agonists (erythromycin 
(TAS2R10), phenanthroline (TAS2R5), ofloxacin (TAS2R9), and carisoprodol (TAS2R14)) 
on the LPS-induced production of pro-inflammatory cytokines (TNF-a (●) CCL3 (n), and 
CXCL8 (▲)). Lung macrophages from 5 to 8 patients were stimulated with LPS (10 ng.mL-
1), in the absence or presence of TAS2R agonists. *: p <0.05, **: p<0.01 compared with LPS 
alone. 
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Figure 5. Concentration-response of selective TAS2R agonists on the LPS-induced 
production of IL-10. Lung macrophages from 4 patients were stimulated with LPS (10 ng.mL-
1) in the absence or presence of TAS2R agonists. 
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Rôle des adipokines dans la régulation de l’activation des macrophages pulmonaires humains 
Mots clés : Macrophages pulmonaires /Obésité /Adipokines / Adiponectine / Leptine  
Résumé : L’obésité favorise l’apparition de maladies bronchiques 
chroniques (asthme, BPCO) et complique leur prise en charge, 
induit des troubles respiratoires du sommeil et augmente la 
susceptibilité aux infections respiratoires. Le tissu adipocytaire est 
source de production de médiateurs dont font partie les adipokines. 
Parmi celles-ci, l’adiponectine (APN) est une protéine de 30kDa 
qui peut s’associer en multimères de plus ou moins haut poids 
moléculaire. Ses taux circulants sont élevés mais sa concentration 
sérique diminue avec le gain de poids. L’adiponectine est 
impliquée dans les phénomènes d’immunorégulation et dans le 
développement pulmonaire. Mais le rôle pro ou anti-inflammatoire 
de l’APN est toujours un sujet à débat. L’association entre les taux 
sériques d’APN et la survenue de maladies bronchiques n’est pas 
clairement démontrée chez l’homme. Nous nous sommes intéressés 
au rôle des adipokines au sein du système respiratoire. Nous avons 
plus particulièrement étudié l’effet de l’APN sur la production de 
cytokines par  des macrophages pulmonaires et cellules épithéliales 
bronchiques. Nous disposons de pièces opératoires pulmonaires de 
patients opérés pour un cancer bronchique, à partir desquelles nous 
réalisons des cultures primaires d’explants de parenchyme, de 
macrophages pulmonaires ou de cellules épithéliales bronchiques et 
nous préparons des anneaux bronchiques pour étude en cuves à 
organe isolé..  
Nous avons montré qu’il existait une production d’APN in situ par 
du tissu pulmonaire humain et que cette production était corrélée 
au poids du patient. Nous avons vérifié que les récepteurs à l’APN 
(AdipoR1 et AdipR2) étaient tous les deux exprimés par des 
macrophages pulmonaires, des explants de bronches et des cellules 
épithéliales bronchiques.  
Nous avons soumis les macrophages pulmonaires humains à un 
traitement par de l’APN (3-10-30µg/ml) avant de les stimuler par 
du LPS (10 ng/ml ou Poly I:C 10 ng/ml) ou de l’IL-4 (10 ng/ml). 
Nous avons montré que l’APN diminuait la production des 
cytokines M1 induites par le LPS et le Poly I:C (IL-6, CCL3, 
CCL4, CCL5, CXCL8, TNF-a). tout comme celles des cytokines 
M2 induites par l’IL-4 (CCL13, CCL18, CCL22). L'adipoRon, 
agoniste de synthèse des récepteurs de l'adiponectine, a montré les 
mêmes effets que la protéine recombinante. En comparaison, la 
leptine à sa plus grande concentration (1000 ng/ml) induisait la 
production de cytokines de type M1 (IL6, CCL3, CCL4, CCL5, 
TNFα) par des macrophages non stimulés alors que la visfatine et 
la chémérine n’avaient aucun effet sur la production de cytokines 
par les macrophages. Seule l’APN a démontré un effet sur les 
cellules épithéliales bronchiques, en modulant de façon opposée la 
production de certaines cytokines : diminution de CXCL1 et CCL2 
en situation basale et après stimulation par TNF (50 ng/ml) mais 
augmentation d’IL6, CCL20 et CXCL8 en situation basale. 
Nous avons complété ce travail par des expériences sur la 
régulation du tonus bronchique par les adipokines, en utilisant des 
anneaux bronchiques dans des cuves à organes isolées. Ces 
résultats ont fait l'objet d’un dépôt de brevet européen. 
Ces travaux sont les premiers à s’intéresser à l’effet de l’APN et de 
l’AdipoRon sur un modèle de culture primaire de macrophages et 
cellules épithéliales bronchiques humains. L’APN est capable de 
moduler la polarisation de ces cellules. Les adipokines sont 
essentielles à la compréhension du retentissement pulmonaire de 
l’obésité. 
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Abstract: Obesity promotes the development of chronic bronchial 
diseases (asthma, COPD) and complicates their management, 
induces sleep breathing disorders and increases susceptibility to 
respiratory infections. Adipocytea are a source of mediator 
production including adipokines. Among these, adiponectin (APN) 
is a 30kDa protein that can associate in multimers of variable 
molecular weight. It circulates at high level but its serum 
concentration decreases with weight gain. APN is involved in 
immunoregulation and pulmonary development. But the pro or 
anti-inflammatory role of the APN is still a matter for debate. The 
association between serum levels of APN and the occurrence of 
bronchial diseases is not clearly demonstrated in humans.  
We explored the role of adipokines within the respiratory system. 
In particular, we studied the effect of the APN on the production of 
cytokines by pulmonary macrophages and bronchial epithelial 
cells. We obtained lung specimens from patients operated for 
carcinoma, from which we carried out primary cultures of 
parenchymal explants, pulmonary macrophages or bronchial 
epithelial cells and we also prepared bronchial rings for study in 
organ bath.   
We have revealed an in situ production of APN by human lung 
tissue, which is correlated with patient weight. We have verified 
that APN receptors (AdipoR1 and AdipR2) were both expressed by 
pulmonary macrophages, bronchial explants, and bronchial 
epithelial cells.  
We have treated human lung macrophages with APN (3-10-30 
µg/ml) before stimulation with LPS (10 ng / ml) or Poly I: C (10 
ng/ml) or IL-4 (10 ng/ml).We have shown that the APN decreased 
the production of M1 cytokines induced by LPS and Poly I: C (IL-6, 
CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8, TNFa) as well as those of M2 
cytokines induced by IL-4 (CCL13, CCL18, CCL22). AdipoRon, a 
synthetic adiponectin receptor agonist, exhibited the same effects as 
the recombinant protein.   
In comparison, leptin at its highest concentration (1000 ng/ml) 
induced the production of M1-type cytokines (IL-6, CCL3, CCL4, 
CCL5, TNF-α) by unstimulated macrophages whereas visfatin and 
chemerin did not reveal any effect on cytokine production by 
macrophages.  
Only APN demonstrated an effect on bronchial epithelial cells: 
decreasing the production of CXCL1 and CCL2 at basal state and 
after stimulationwith TNF (50 ng / ml) but increasing production of 
IL6, CCL20 and CXCL8 in the basal situation. 
We have completed this work by experiments on the regulation of 
bronchial tone by adipokines, using bronchial rings in isolated organ 
baths. These results have been the subject of a European patent 
application. This work is the first looking at the effect of APN and 
AdipoRon on primary human pulmonary macrophages and 
bronchial epithelial cells. APN is able to modulate the polarization 
of these cells. Adipokines are essential for understanding the 
respiratory burden of obesity. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
